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ABREVIATURAS

ARDS sindrome de distrés respiratorio agudo
BSA albdmina sérica bovina

CK creatinina quinasa

CRS distensibilidad dindmica del sistema respiratorio
DDS descontaminacion digestiva selectiva
DMSO dimetilsulféxido

DPA dafio pulmonar agudo

EDTA acido etilen-diamino tetra-acético
ELISA ensayo inmunoenziméatico absorvente
FiO2 fraccion inspirada de oxigeno

GOT transaminasa glutamico- oxalacética
GPT transaminasa glutamica piravica

IL interleuquina

LBA lavado broncoalveolar

LDH lactato deshidrogenasa

LPA lesion pulmonar aguda

LPS lipopolisacarido bacteriano

MCP-1 proteina quimiotactica de macréfagos-1
MIP-2 proteina inflamatoria de macréfagos-2
Mi mililitro

NF-KB factor nuclear kappa B

PAM presion arterial media

Pa02 presioén arterial de oxigeno

PaCO2 presion parcial arterial de dioxido de carbono
PIP presion pico de la via aerea

PEEP presién positiva al final de la expiracion
PBS tampon fosfato salino

SD sprague- Dawley

SDRA sindrome de distres respiratorio agudo

SDS dodecil sulfato sodico



SE
TNF-a
TLR
UCl
VEH
VILI

VM

VT

error estandar de la media
factor de necrosis tumoral
receptores tipo toll

unidad de cuidados intensivos
vehiculo

lesion pulmonar inducida por ventilacién mecanica
(ventilator-induced lung injury)

ventilacibn mecanica

volumen corriente (tidal)
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Resumen

RESUMEN

1. Introduccion

La insuficiencia respiratoria aguda es un hallazgo frecuente en la unidad de cuidados
intensivos y es responsable del uso de la ventilacion mecanica (VM). El dafio o injuria
producida por la VM es una entidad ampliamente conocida en la literatura médica.
Desde la década de los setenta, varios estudios han tratado de averiguar los
determinantes de este dafio, introduciéndose los conceptos de barotrauma y
volutrauma. El trabajo pionero de Webb y Tierney publicado en 1974 mostré que las
presiones altas en el ventilador mecanico podrian inducir dafio pulmonar y que este
efecto se prevenia por el uso de la PEEP [1]. En concordancia con estos hallazgos,
Dreyfuss y cols publicaron varios articulos describiendo el papel del volimen corriente
(Tidal Volume, V7) y las presiones en la via aérea en la fisiopatologia de este dafio.
Estos estudios confirmaron el papel fundamental del volumen corriente en la génesis
de este dafio [2, 3] . Para enfatizar ain més el papel fundamental del volumen, el
ARDS network mostré que el uso de V; bajo produce una disminuciéon de la mortalidad
y un aumento del nimero de dias sin uso de la ventilacibn mecanica cuando el
paciente con distress recibia 6 ml/kg comparado con 12 ml/kg. Varios mecanismos
pueden ser responsables para esta reduccion de la mortalidad, siendo el papel de la
inflamacién tema de muchos estudios. De hecho, el uso de la ventilacion mecéanica
produce un incremento de mediadores inflamatorios a nivel pulmonar. De hecho, en
pulmones de rata ventiladas ex vivo, varias estrategias ventilatorias dan lugar a un
aumento de la liberacién de citoquinas en BAL con efectos pro y antiinflamatorios,
siendo el volumen corriente elevado el principal factor determinante [4][5-7]. Nepomuk
y cols demostraron en un modelo pulmonar de ratén que la induccién de VILI (dafio
pulmonar inducido por la ventilacibn mecanica) estaba asociada a la liberacién de
varios mediadores inflamatorios hacia la circulacién sistémica [8]. Finalmente, en un
modelo de dafio pulmonar, Chiumello demostré in vivo la liberacion hacia la circulacién
sistémica de mediadores inflamatorios con volumenes corrientes altos (16 ml/kg).

Por lo tanto, la liberacion de mediadores proinflamatorios podria jugar un papel en la
respuesta inflamatoria sistémica implicada en la fisiopatologia de la disfunciéon
organica multiple. De hecho, muchos investigadores han demostrado cambios de PO,
a nivel intestinal y de permeabilidad en respuesta a varios tipos de injuria, incluyendo
procesos inflamatorios agudos. Otros autores también han demostrado que el uso de
estrategias no protectoras de ventilacion mecanica producen una translocacion
sistémica de endotoxina [9] o diseminacion de E.coli [10] instilada.

Por lo tanto, nosotros hemos elegido el estudiar el papel de las bacterias intestinales
en la respuesta pulmonar y sistémica a la ventilacibn mecanica.

En el presente estudio planteamos la hipétesis de que la microflora intestinal modula la
respuesta inflamatoria pulmonar y sistémica inducida por la ventilacién mecanica.
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Para erradicar la flora bacteriana Gram-negativa intestinal de las ratas administramos
por via oral una solucién de descontaminacion digestiva selectiva (DDS) que hemos
puesto a punto. La DDS es una estrategia preventiva utilizada en la practica clinica
para eliminar la flora intestinal gramnegativa patencialmente patégena con el fin de
reducir la incidencia de la neumonia y de la mortalidad.

Dada la importancia de un correcto manejo de los parametros ventilatorios para
mantener a los pacientes con ARDS y ALI, se ha comenzado a estudiar el efecto de la
ventilacion en pulmones sanos. Para ello la utilizacion de modelos animales expuestos
a estrategias ventilatorias convencionales o dafiinas previamente tratadas y no
tratadas con DDS es indispensable para conocer mejor los mecanismos que inducen
VILI y el rol de la flora bacteriana intestinal en la respuesta pulmonar y sistémica a la
ventilacibn mecéanica

En esta tesis, las ratas sanas tratadas y no tratadas con DDS han sido expuestas a las
siguientes estrategias ventilatorias:

. Ventilacion mecénica convencional (V1 Bajo) durante 2.5 h caracterizada por
volumen bajo (V+ = 9 ml/kg) y aplicacion de PEEP (PEEP=5 cm H20), con el objetivo
de simular una estrategia ventilatoria utilizada habitualmente en la unidad de cuidados
intensivos.

. Ventilacibn mecéanica perjudicial (V: Alto) durante 2.5 h caracterizada por
volumen corriente alto (V1 =25ml/kg) y ausencia de PEEP ya que nuestro objetivo es
provocar alteraciones alveolares causadas por volutrauma, atelectrauma y/o biotrauma

Se estudiaron cuatro grupos de animales, segun fueran tratados con DDS o con
vehiculo: V; Bajo + vehiculo, V; Bajo + DDS, V Alto + vehiculo y V1 Alto + DDS.

2. Objetivos

Esta tesis comprende tres capitulos, en los cuales se evalian:

La puesta a punto de un protocolo eficaz de DDS en ratas para disminuir la
colonizacion del tracto digestivo por bacterias Gram-negativas. En este estudio
se reproducen los protocolos mas utilizados en trabajos previos y se comparan
con el protocolo nuevo que disefiamos (capitulo 1).

Los efectos del tratamiento con DDS sobre los cambios inducidos por la
ventilacién mecanica agresiva sobre la funcién cardiovascular, la mecanica
respiratoria, la funcién pulmonar, la afectacién de otros érganos, la respuesta
inflamatoria y apoptética en tejido pulmonar y la respuesta inflamatoria
intestinal y sistémica (capitulo 2).

La relacién entre la presién de la via aérea y los efectos de la DDS sobre los
cambios inducidos por la ventilacion mecéanica con VT elevado sobre la
mecanica respiratoria, la funcion pulmonar, la hemodinamica, la afectaciéon de
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otros érganos, la respuesta inflamatoria, la apoptosis y la expresién de TLR-4
en tejido pulmonar y la respuesta inflamatoria intestinal y sistémica (capitulo 3).

3. Resultados

Capitulo 1

Se compararon tres regimenes antibiéticos: Régimen A (n=8): tobramicina (0,5mg/ml)
y polimixina E (1mg/ml) adicionados al agua de bebida durante 7 dias, Régimen B
(n=9): tobramicina (12mg/ml) y polimixina E (30mg/ml). Se administr6 1 ml mediante
una sonda orogastrica estéril cada 24 horas durante 7 dias y Régimen C (n=9):
tobramicina (6mg/ml) y polimixina E (15mg/ml). Se administré 1 ml mediante una
sonda orogastrica estéril cada 12 horas durante 5 dias.

Las muestras basales de heces de rata (antes de la administracion de DDS) contenian
4,0+1,5 log UFC/g de microorganismos Gram-negativos. Tras 24 horas de tratamiento
con DDS, 1/8, 9/9, 8/9 ratas fueron descontaminadas (no mostraban crecimiento de
Gram-negativos en las muestras fecales) con los protocolos A, B y C, respectivamente
(p<0,001).

Capitulo 2
Efectos de la ventilacién mecanica

Las ratas que se sometieron a un Vr elevado mostraron hipotensién, disminucion de la
distensibilidad pulmonar e hipoxemia, asi como un aumento de la concentracién de
proteinas e IgM en el LBA.

En el tejido pulmonar, aumenté la concentracion tisular de TNF-q, IL-6, MIP-2 y MCP-1
y de la expresién de sus genes correspondientes. La expresién génica de CXCR2
disminuy6 en animales que recibieron Vt elevado. Asimismo, la concentracion de TLR-
4 disminuy6. También se observaron alteraciones histolégicas consistentes con la
presencia de dafio pulmonar agudo (presencia de membranas hialinas) y de aumento
de la apoptosis (TUNEL).

En el suero, la ventilacién mecéanica con V+ elevado aumentd la concentracién de MIP-
2, en comparacion con V1 Bajo. En el tejido intestinal, la ventilacion mecénica con Vy
elevado, en comparacién con V+ bajo, se asocié con una menor concentracion de MIP-
2 y una menor expresion del gen MIP-2.
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Efecto del tratamiento con DDS

El tratamiento con DDS en los animales que recibieron ventilacion mecanica con VT
bajo no se asocié a ninglin cambio de la presion arterial, distensibilidad pulmonar,
intercambio gaseoso, concentracién de IgM o proteinas en LBA.

En tejido pulmonar, se observé una tendencia (no significativa) a una mayor
concentracion de TNF-a, MIP-2 y MCP-1, en comparacion con el grupo no tratado con
DDS, y a una menor expresion génica (no significativa) de MIP-2 y MCP-1.

En el suero, el tratamiento con DDS se asocié con una disminucién de la
concentracion de TNF-a, IL-6 en comparacién con el grupo no tratado. En el tejido
intestinal, los animales tratados con DDS mostraron una mayor concentracion de IL-6,
una menor concentracion de MIP-2, y una menor expresion de los genes IL-6, MIP-2 y
CXCR2.

Efectos del tratamiento con DDS sobre los cambios inducidos por la ventilacion
mecanica

En los animales que recibieron ventilacion mecénica con VT elevado, el tratamiento
con DDS se asoci6, en comparacion con los animales que no recibieron DDS, con una
atenuacion en el aumento de la permeabilidad alveolocapilar y una atenuacion de la
respuesta inflamatoria en el tejido pulmonar (menor elevacion de la concentraciéon
tisular de TNF-q, IL-6 y MCP-1).

En el suero, los efectos de la ventilacion mecanica no se maodificaron por el
tratamiento con DDS. En el tejido intestinal, el tratamiento con DDS no modificé la
respuesta a la ventilacién mecanica con VT elevado.

Capitulo 3
Efectos de la ventilaciobn mecanica

Las ratas que recibieron VT alto con valor de PIP basal (>27 cmH20) en comparacién
con aquellas que presentaban PIP basal (<27cmH20) mostraron hipotension,
disminucion de la distensibilidad pulmonar, hipoxemia, signos de dafio sistémico, asi
como aumento de la concentracién de proteinas e IgM en el LBA, de apoptosis, de la
concentracion tisular de TNF-a, MCP-1, IL-1-B asi como un aumento de la expresion
de genes de IL-6 y MCP-1, y alteraciones histolégicas consistentes con la presencia
de dafio pulmonar agudo (presencia de membranas hialinas).

La ventilacion mecanica con VT elevado con valor de PIP basal baja (<PIP 27cmH20)
no altera los niveles de TNF-«, IL-6, MIP-2, MCP-1 Y IL-1 3, en comparacién con las
de PIP basal elevada (>PIP 27 cmH20).

En el tejido intestinal, las ratas con valor de PIP basal (>27 cmH20), en comparacion
con las de PIP basal (< 27 cmH20), se encontré una mayor concentracion (aungque no
alcanzo la significacion estadistica) de TNF- o, MIP-2 y MCP-1 y una mayor expresion
de genes MIP-2 y CXCR2.
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Efecto del tratamiento con DDS

El tratamiento con DDS en los animales que recibieron ventilacion mecanica con Vs
elevado con valor PIP basal <27cmH20 en comparacién con el grupo no tratado no se
asocié a ningun cambio de la presién arterial, distensibilidad pulmonar, intercambio
gaseoso, concentracion de IgM o proteinas en LBA. En el tejido pulmonar se observé
una mayor concentracién de IL-6, en comparacion con el grupo no tratado con DDS, y
una menor expresion génica (no significativa de MIP-2).

En el suero, el tratamiento con DDS se asocié con una disminucién de la
concentracion de TNF-.a en comparacién con el grupo no tratado. En el tejido
intestinal, los animales tratados con DDS mostraron una respuesta inflamatoria
atenuada (menor concentracién aunque estadisticamente no significativa de TNF-a, IL-
6, MIP-2 y MCP-1) y no hubo cambios en la expresion de genes.

El tratamiento con DDS en los animales que recibieron ventilacién mecanica con VT
elevado con valor PIP basal >27cmH20 en comparaciéon con el grupo no tratado se
asocio con una atenuacion de la elevacion de la resistencia de la via aérea (R, Airway
Resistance) y atenuacion del aumento de la permeabilidad alveolocapilar y de la
respuesta inflamatoria en el tejido pulmonar (menor elevacién de la concentraciéon
tisular de TNF-a, IL-6, MIP-2 y MCP-1).

En el suero, el tratamiento de la DDS atenua la respuesta inflamatoria (disminuye el
TNF-a y la IL-6). En el tejido intestinal, el tratamiento con DDS mostré una menor
concentracion de IL-6, y una menor expresion de genes CXCR2 y MIP-2.

4. Conclusiones

Capitulo 1

La administracion de DDS mediante una sonda orogastrica estéril cada 24 horas es
eficaz para descontaminar el tracto digestivo en ratas en tan sélo 24 horas de
tratamiento; (ii) no es necesaria la administracién de la DDS de forma mas frecuente
(i.e; cada 12 horas); (iii) la administracién oral ad libitum, tal como se ha utilizado en
otros estudios, es ineficaz.

Capitulo 2

El tratamiento con DDS atenua la respuesta inflamatoria pulmonar asociada a la VM
utilizando volumenes tidales elevados. Nuestros resultados demuestran que la flora
intestinal modula la respuesta pulmonar a un estimulo inflamatorio.
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Capitulo 3

Los efectos nocivos de la ventilacién mecanica con VT elevado se aprecian sélo en los
animales que presentan un valor elevado de PIP al inicio del experimento. Sélo en
este grupo con PIP elevada se demuestran los efectos beneficiosos del tratamiento
con DDS.
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SUMMARY

1. Introduction

Acute lung injury is often found in the intensive care unit and it is responsible for the
initiation of mechanical ventilation. It is widely known in the medical literature that
mechanical ventilation itself can induce lung injury. Since the early seventies, several
studies have focused on the factors involved in this injury, introducing the concepts of
barotrauma and volutrauma which point to increased airway pressure or increased lung
volume, respectively as the cause of the injury. The pioneering work of Webb and
Tierney published in 1974 showed that high pressure could induce lung injury and that
this effect could be prevented by using positive end-expiratory pressure (PEEP).
Consistent with these data, Dreyfuss et al. published several articles reporting the
respective role of tidal volume and airway pressure in the pathophysiology of this
injury. Lessons obtained from these studies confirm the prominent role of tidal volume
in the origin of the injury. To further underline the major role of volume, the acute
respiratory distress syndrome (ARDS) network showed the effect of volume limitation in
acute lung injury, resulting in decreased mortality and increased number of days
without ventilator use when the patient receive 6 ml/kg compared with 12 ml/kg.

Different mechanisms could be responsible for this improvement, but several studies
have explored the role of inflammation. In fact, mechanical ventilation has been shown
to increase lung levels of inflammatory cells and soluble mediators. In perfused and
ventilated rat lungs ex vivo, several ventilator strategies increased the concentration of
cytokines with both pro and anti-inflammatory effects in bronchoalveolar lavage (BAL)
being high tidal volume the main contributing factor. Nepomuk et al. Showed in an
isolated perfused mouse model of ventilator-induced lung injury (VILI) that high tidal
volume was associated with the release of several proinflammatory mediators into the
systemic circulation. Finally, in a model of lung injury induced by high tidal volume (16
ml/kg) in vivo, Chiumello showed a systemic release of inflammatory mediators.

The release of proinflammatory mediators could therefore participate in the systemic
inflammatory response that has been implicated in the pathophysiology of multiple
organ dysfunction. Indeed, many investigators have demonstrated changes in gut PO2
and permeability in response to various types of injuries, including acute inflammatory
processes. Other authors have also shown with ventilatory nonprotective strategies
lung to systemic translocation of endotoxin or dissemination of instilled E. coli.

In this study we hypothesize that mechanical ventilation-induced lung and systemic
inflammatory response is modulated by gut microbiota.

Given the importance of ventilatory management for acute respiratory syndrome
(ARDS or ALI) [11, 12], investigators have started to explore the effects of ventilation in
healthy lungs. Animal models exposed to conventional and injurious ventilator
strategies are being used to understand the mechanism of lung injury induced by
mechanical ventilation
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In this thesis, healthy rats treated and untreated with SDD have been exposed to the
following ventilator strategies:

¢ Conventional low-stretch ventilation (low V1) during 2.5 h, with moderated tidal
volume (V= 9ml/kg) and application of positive end-expiratory pressure
(PEEP=5 cmH,0), to emulate a ventilator strategy widely used in critical care
units.

e Injurious high-stretch ventilation (high V<) during 2.5 h, with high tidal volumes
(V= 25 ml/kg) and without PEEP application since our aim was to provoke
alveolar alteration caused by volutrauma, atelectrauma, and/or biotrauma.

2. Objectives

This thesis is composed of three chapters with the following specific aims:

* To develop an efficient SDD regimen to reduce gram negative bacteria in faecal
samples. We employed the protocols used in previous studies and compared them to a
novel protocol designed by us (Chapter 1).

» To analyse the impact of SDD on the changes induced by mechanical ventilation on
cardiovascular function, respiratory mechanics, pulmonary function, the effect on other
organs, inflammatory and apoptotic response in lung tissue and intestinal and systemic
inflammatory response (Chapter 2).

* To analyse the relationship between airway pressure and the effects of the SDD on
the changes induced by mechanical ventilation with high V1 on respiratory mechanics,
pulmonary function, hemodynamics, the involvement of other organs, inflammatory
response, apoptotic expression of TLR-4 pulmonary, and intestinal and systemic
inflammatory response (Chapter 3).

3. Results

Chapter 1

Baseline Three different antibiotic regimens were compared: A (n=8): tobramicin
(0,5mg/ml) and polimyxin E (Img/ml) added to drinking water for 7 days, B (n=9):
tobramycin (12mg/ml) and polimyxin E (30mg/ml) in 1 ml by a gastric gavage every 24
h for 7 days and C (n=9): tobramycin (6mg/ml) y polimyxin E (15mg/ml) in 1 ml using a
gastric gavage every 24 for 5 days.

Baseline faecal samples (before administration SDD) contained 4.0 + 1.5 log CFU/g of
Gram-negative microorganisms. After 24 hours of SDD treatment, 1/8, 9/9, 8/9 ratas
were decontaminated with protocols A, B and C respectively (p<0.001).
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Chapter 2
Mechanical ventilation effects

Rats receiving high V; showed hypotension, reduction of the pulmonary distensibility
and hypoxemia, as well as an increased protein and IgM concentrations in BAL.

In lung tissue, the concentrations of TNF-a, IL-6, MIP-2 and MCP-1 and the expression
of their corresponding genes were increased. Gene expression of CXCR2 and TLR4
decreased in animals receiving high V+. Histologic alterations were observed in the
high V1 group with the presence of acute lung injury (presence of hyaline membranes)
and enhanced apoptosis (TUNEL).

In serum, high V: mechanical ventilation increased the concentration of MIP-2
compared with low V. In gut tissue, high V+ mechanical ventilation, relative to low Vr,
was associated with lower MIP-2 concentration and downregulation of MIP-2 gene
expression.

Effects of DDS treatment

In animals under low V+ mechanical ventilation SDD treatment was not associated with
changes in arterial pressure, pulmonary distensibility, gas exchange, IgM or protein
concentrations in BAL. In pulmonary tissue, a non-significant increase in the
concentration of TNF-a, MIP-2 and MCP-1 was observed, compared to non-treated
group with DSS. In addition, lower gene expression of MIP-2 and MCP-1 was also
observed.

In serum, SDD treatment was associated with a decrease in the concentration of TNF-
a and IL-6, relative to untreated group. In intestinal tissue, animals treated with DDS
showed a higher concentration of IL-6, lower concentration of MIP-2 and lower
expression of the IL-6, MIP-2 and CXCR2 genes.

Effects of DDS treatment on induced changes by mechanical ventilation

In animals under high V; mechanical ventilation, SDD treatment was associated with
attenuation of the increased alveolar-capillary permeability and attenuation of the
inflammatory response in lung tissue (lower increase of the concentration of TNF-a, IL-
6 and MCP-1).

In serum, the effects of mechanical ventilation were not modified by SDD. In intestinal
tissue, SDD treatment did not modify the response to high V.

10
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Chapter 3
Mechanical ventilation effects

Relative to rats showing basal peak inspiratory pressure (PIP <27 cmH,0), rats
receiving high V; with high basal PIP (=27 cmH,0) showed hypotension, decreased of
the pulmonary distensibility, hypoxia, signs of systemic damage and an increase of the
concentration of proteins and IgM in BAL. In addition, these rats showed enhanced
apoptosis, an augmented tissue concentration of TNF-a, MCP-1, IL-1B, an increased
expression of IL-6 and MCP-1 genes as well as histologic alterations consistent with
the presence of acute lung injury (presence of hyaline membranes).

Mechanical ventilation with high V; and low basal PIP value (<PIP 27 cmH,0) did not
alter the levels of TNF-a, IL-6, MIP-2 and IL-1pB levels, compared with high basal PIP
(=PIP 27 cm H,0).

In intestinal tissue, rats with high basal PIP values (227 cmH,0), relative to rats with
low basal PIP (<27 cm H,0), we found a non-significant higher concentration of TNF-a,
MIP-2 and MCP-1 as well as an increased expression of MIP-2 and CXCR2 genes.

Effects of DDS treatment

Treatment with DDS in animals receiving mechanical ventilation with high V; and basal
PIP values < 27cm H,O was not associated with any change in blood pressure, lung
compliance, gas exchange and concentrations of IgM or proteins in LBA compared to
the non-treated group. In the lung tissue we found a higher concentration of IL-6,
compared to the non DSS-treated, and a lower (non-significant) MIP-2 gene
expression. In the serum, treatment with DDS was associated with a decrease in the
concentration of TNF-a compared with the untreated group. In the intestinal tissue,
DDS-treated animals showed an attenuated inflammatory response (a non significant
trend for lower concentration of IL-6, TNF-a and MCP-1, MIP-2) and there were no
changes in the gene expression.

Treatment with SDD in animals receiving mechanical ventilation with high V; and basal
PIP >27cm H,O was associated with an attenuation of the elevation of the airway
resistance (Raw) and attenuation of the increased alveolar-capillary permeability and
inflammatory response in the lung tissue (lower elevation of tissue concentration of
TNF-a IL-6, MIP-2 and MCP-1) compared to the non-treated group. In the serum, the
SDD treatment attenuates the inflammatory response (lowers TNF-a and IL-6). In the
intestinal tissue, treatment with SDD led to lower concentrations of IL-6, and a lower
expression of CXCR2 and MIP-2 genes.

4. Conclusions

Chapter 1

(i) SDD in a single daily administration by oral gavage is effective to eradicate aerobic

Gram-negative bacteria. (i) There is no advantage of twice vs single daily
11
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administration of SDD. (iii) Oral administration (ad libitum) as used in other studies, is
inefficient.

Chapter 2

SDD treatment attenuates systemic and pulmonary inflammatory response associated
with mechanical ventilation using high tidal volume. Our results show that intestinal
microbiota modulates the lung inflammatory response.

Chapter 3
The deletereous effects of mechanical ventilations with high VT are only appreciated in

those animals with a high PIP value at the beggining of the experiment. The beneficial
effects of SDD can be only observed in this group with high PIP.
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1. Concepto de sindrome de distrés respiratorio
agudo

El sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) es una inflamacion pulmonar aguda
en el contexto de un factor de riesgo pulmonar o no pulmonar. El proceso inflamatorio
se acompafia de hiperperrmeabilidad alveolocapilar y formacion de edema pulmonar.
En la practica clinica esta condicion se presenta como insuficiencia respiratoria aguda
en el contexto de otra condicion se presenta como insificiencia respiratoria aguda en el
contexto de otra condicion (pulmonar, como neumonia; o extrapulmonar, como sepsis
u otro origen, o trauma multiple), que requiere tratamiento de soporte ventilatorio en
una Unidad de Cuidados Intensivos (UCI). Numerosos estudios han abordado el
problema de la patogénesis y tratamiento de esta condicion. Se han desarrollado
modelos animales con el objetivo de analizar los mecanismos de dafio epitelial y
endotelial. Estos modelos deben reproducir los cambios caracteristicos de SDRA,
principalmente los referentes al desarrollo de inflamacién tras un insulto. En
investigacion basica la denominacién mas aceptada es la del dafio pulmonar agudo o
acute lung injury (DPA/ALI). En la presente memoria, nos referiremos en general la
forma indistinta a SDRA y a DPA.

El SDRA fue descrito por primera vez por Ashbaugh y cols en el afio de 1967
(Ashbaugh 1967). La conferencia de con consenso americano-europea (AECC)
propuso en 1994 los siguientes criterios de diagnosticos: insuficiencia respiratoria de
comienzo agudo, radiografia de térax con infiltrados bilaterales, presion de
enclavamiento de la arteria pulmonar menor de 18 mmHg, cociente PaO,/FiO, menor
que 200 mmHg y una causa predisponente conocida. Las causa predisponente para
SDRA puede ser pulmonar o directa (neumonia, aspiracion o trauma pulmonar) o bien
extrapulmonar o indirecta (pancreatiris, hemorragia o shock).

Tras la publicacion de los criterios de AECC pronto se hicieron evidentes las
limitaciones de esta definicién [14, 15]. Por ejemplo, no se contempla el efecto de la
PEEP sobre el criterio de oxigenacion. Por otro lado el edema pulmonar cardiogénico
era un criterio excluyente para el diagnéstico de SDRA. Sin embargo, hoy se reconoce
que el SDRA (edema pulmonar con hiperpermeabilidad) se asocia a edema pulmonar
gue, aun originandose por un mecanismo de hiperpermeabilidad, puede tener un
componente hidrostatico. Es decir, que el SDRA y el edema pulmonar cardiogénico
puede coexistir. [16,17]

Mas recientemente, con el objeto de resolver las limitaciones de la definicion de
AECC, se convocOd en 2011 una nueva conferencia de consenso en Berlin que
propuso una nueva definicién (Definicién de Berlin, BD) [14]

Se propusieron variables que tenian que cumplir con los siguientes tres criterios:
fiabilidad, confiablidad y validez. Las variables diagnésticas propuestas fueron: tiempo
de inicio desde la identificacion del factor de riesgo, grado de hipoxemia (segun PaO,
y nivel de PEEP), origen del edema, y anormalidades radioldgicas (Tabla 1). La BD
clasifica a los pacientes de acuerdo a su gravedad [18]. En esta nueva definicion de
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SDRA se estratifica la gravedad en tres niveles: leve, moderado y grave de acuerdo a
la hipoxemia presente. De tal modo que una leve (PaO./FiO, = 201-300 mmHg),
moderado (PaO,/Fi0,<200 mmHg), y grave (PaO,/FiO, de <100mmHg). La PEEP
afecta notablemente la PaO,/FiO,, por tanto se incluy6 en la definicion de SDRA y un
nivel minimo de PEEP (5 cmH,0) en cualquier nivel de gravedad.

Los autores [18] evaluaron y validaron la nueva definicién de Berlin en una cohorte
retrospectiva de 4. 188 pacientes con SDRA, la cual fue comparada con la antigua
definicion de SDRA. Usando la nueva definicién de Berlin, los diferentes grados de
gravedad (leve, moderado, grave) se asociaron con un incremento de la mortalidad
(27%, 32% y 45% respectivamente, p<0.01) y un incremento en la duracion de la
ventilacibn mecéanica en los supervivientes (5, 7 y 9 dias, respectivamente;
p<0.001)[18]

Los autores eliminan el concepto de ALI (Acute Lung Injury) o Dafio Pulmonar Agudo,
gue se denomina ahora SDRA leve.

Tabla 1. Nueva definicion de Berlin de sindrome de distrés respiratorio agudo

Leve Moderado Grave

Tiempo de Inicio Inicio dentro de 1 semana de conocida la injuria clinica o nuevo
deterioro de
los sintomas respiratorios
a
Imagen toracica Opacidades bilaterales- no explicable por derrame, atelectasia
pulmonar lobar
0 pulmonar, o nédulos.

Origen del edema Falla respiratoria no explicable completamente por una insuficiencia
cardiaca
0 sobrecarga de liquidos.
Necesita evaluacion objetiva (ejm. Ecocardiograma) para excluir
edema hidrostatico si no hay factor de riesgo presente.

Hipoxemia 200-300mmHg, con <200->100mmHg, con
<100mmHg, con

Cociente PaOZIFiO2 PEEP/CPAPZScmHZO PEEPZScmHZO
PEEP25cmH20

®Radiografia de térax o tomografia axial computarizada.
CPAP, continuous positive airway pressure; FiO,, fraccion inspirada de oxigeno; PaO,, presion
parcial arterial de oxigeno; PEEP, positive end.expiratory pressure.
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2. Etiologia y factores de riesgo

El DPA/SDRA puede desarrollarse debido a diferentes causas, que pueden ser (i)
enfermedades pulmonares (dafio pulmonar directo), como neumonia la contusion
pulmonar o la aspiracion del contenido gastrico; (ii) enfermedades extrapulmonares
(dafio pulmonar indirecto), como la sepsis, el trauma grave no pulmonar, o el shock
(tabla 1) [19]. En los estudios epidemioldgicos recientes, el DPA directo es mas
frecuente que el directo, correspondiendo a un 55-75% de los casos (tabla 2).

La importancia en la diferenciacion entre el origen pulmonar y extrapulmonar del DPA
se debe a que, como se ha sefialado recientemente, existen diferencias en el patrén
radioldgico, en la mecéanica pulmonar o en la respuesta al tratamiento.

Gattinoni y cols [20] estudiaron a 12 pacientes con SDRA de origen pulmonar (11
pacientes con pneumonia y uno con alveolitis hemorragica) y a 9 pacientes con SDRA
de origen extrapulmonar ( 3 pacientes politraumatizados, 3 pacientes con peritonitis, 2
pacientes con infarto intestinal y uno con shock hemorragico). A todos se les aplicaron
diferentes niveles de PEEP y se analizaron los cambios en la mecanica respiratoria
encontraron que los cambios son consistentes con una prevalencia de consolidacién
en los casos de SDRA de origen pulmonar y prevalencia de edema y colapso alveolar
en el SDRA de origen extrapulmonar.

Goodman y cols [21] encuentra que el patron radiolégico del SDRA de origen
extrapulmonar es “en vidrio deslustrado”, uniforme y simétrico, mientras que el SDRA
del origen pulmonar la imagen en vidrio deslustrado no es prevalente y los infiltrados
son claramente asimétricos.

Lim y cols [22] analizaron la respuesta a la posiciébn prona de un grupo de 31
pacientes con SDRA, y encontraron que en la fase inicial del sindrome los casos de
origen pulmonar y los de extrapulmonar responden de un modo diferente a la posicion
en prono en cuanto al tiempo en el que se producen los cambios en la oxigenacion, los
cambios en la mecénica respiratoria e incluso en las modificaciones en las imagenes
radiolégicas. Los autores concluyen ante estos hallazgos que hay dos categorias de
SDRA y que incluso se trata de dos sindromes distintos que pueden requerir
diferentes pautas de tratamiento con ventilacion mecéanica.

El riesgo de SDRA aumenta si en combinacién con algun factor de riesgo, el paciente
presenta algun otro factor predisponente, como 1) la edad avanzada, 2) el sexo
femenino, 3) el abuso cronico de alcohol, 4) tabaquismo, 5) La enfermedad pulmonar
cronica, 6) la severidad de la enfermedad subyacente y 7) la combinacién de factores
de riesgo.

Estos datos parecen proponer de un modo firme las posibles diferencias entre los
pacientes que cumplen los criterios de diagnéstico de la conferencia consenso y cuyo
origen es pulmonar y aquellos con los mismos criterios pero de origen extrapulmonar.
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Nosotros en nuestro trabajo de investigacion nos centramos en los efectos
extrapulmonares (mediante el uso de la DDS en ratas ventiladas).

3. Impacto social

La relevancia social del problema de DPA esta bien documentada. Primero, la elevada
mortalidad del DPA, afectando con frecuencia pacientes jévenes (victimas de trauma,
gquemaduras 0 neumonia). Segundo, el tiempo prolongado de recuperacion que
requieren los supervivientes antes de incorporarse de nuevo a la vida laboral y social
activa sufriendo tras el alta de UCI morbilidad pulmonar y extrapulmonar. Tercero, la
prevalencia creciente de esta enfermedad, al aumentar la frecuencia de los factores de
riesgo (e. gr. Trasplante pulmonar, epidemias de neumonia por virus de la influenza,
edad mas avanzada de la poblacion, etc).

Desde su primera descripcion en 1967 el SDRA ha recibido mas atencién que ninguna
otra entidad aislada dentro de los cuidados intensivos. Aproximadamente un 7-10% de
los pacientes ingresados en UCI sufren DPA/SDRA [19, 23, 24], y el 5-8% de los
pacientes que reciben ventilacion mecanica tienen este diagnéstico. Unos estudios
recientes han estimado la incidencia entre 5 y 80 casos por 100,000 habitantes por
ano [23, 25-28]. Siendo la mortalidad del DPA/SDRA entre un 35%-65%. ((null) (null)).

Se trata, pues, de un sindrome con una elevada incidencia y una alta mortalidad. Sin
embargo, a pesar de avances en la medicina, en el conocimiento de la patogénesis de
otras enfermedades, y en la implementacion de nuevos y eficaces tratamientos para
otras condiciones, la mortalidad del DPA/SDRA no ha variado en las tres ultimas
décadas [23, 29-34]. En una revision sistematica rigurosa publicada en 2009 se
determiné la mortalidad del SDRA se ha mantenido estable (44% en estudios
observacionales y 36% en estudios aleatorizados, desde que la definicién de la AECC
fue publicada [35]. Por otro lado ningun tratamiento (a excepcién del uso de volumen
tidal bajo en la ventilacibn mecanica de estos pacientes y quiza la posicion prona) se
ha demostrado eficaz [36-39]

4. Mecanismos de dano epitelial alveolar:
apoptosis

Los mecanismos propuestos en el DPA han de ser explicativos de varios procesos
caracteristicos del DPA, como son, entre otros, el desarrollo de una respuesta
inflamatoria pulmonar tras un insulto, los cambios en la permeabilidad alveolocapilar y
consiguiente formacion de edema, la muerte celular en el epitelio alveolar y la lesion
endotelial (Figura 3).

La muerte de células epiteliales alveolares podria contribuir a la disrupcién de la
barrera alveolar en SDRA leve debido al desprendimiento de células epiteliales y
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consecuentemente la inundacién de los espacios aéreos con fluido edematoso rico en
proteinas [40] (Fig. 1).

La muerte celular puede ser primariamente por lisis de la membrana celular (necrosis)
y salida posteriormente del contenido citoplasmatico y nuclear por un proceso
controlado de contraccion celular con condensacion de la cromatina y degradacion del
DNA (Apoptosis).

Ambos tipos de muerte celular han sido encontrados en la pared alveolar de pulmones
de pacientes fallecidos con SDRA y en modelos animales de ALl inducido por
hiperoxia, LPS, bleomicina, o puncién y ligadura cecal, isquemia-reperfusion o
ventilacion [41, 42]. La muerte por apoptosis se asocia con la expresién en la
superficie celular de receptores de muerte que permite el aclaramiento de células con
escaso desarrollo de inflamacion [40]. La apoptosis masiva y el desprendimiento de
células del epitelio alveolar, podria exponer la membrana basal a productos
inflamatorios como oxidantes, proteinasas y otros factores inflamatorios. Ademas, la
destruccién del epitelio alveolar conduce a la proliferacién de fibroblastos y produccion
de colageno, lo cual puede producir fibrosis pulmonar. Por el contrario la apoptosis
puede ser beneficiosa para la reparacion pulmonar por medio de la resolucion de la
hiperplasia de los neumaocitos tipo Il o la limpieza de células inflamatorias [40]. A pesar
de que la apoptosis ocurre en las células epiteliales alveolares en el DPA, su papel en
la alteracién de la funcién epitelial alveolar afectando a la permeabilidad a proteinas y
el aclaramiento de fluido alveolar no han sido completamente aclaradas.

Las vias de sefializacion de la apoptosis son importantes en la patogénesis del SDRA,
y la relevancia de la apoptosis varia segun el tipo celular. El reclutamiento de
neutrdéfilos activados hacia el pulmén es necesaria para erradicar la mayoria de los
patdgenos, pero el retraso en el aclaramiento de estos neutréfilos en los pulmones
podria perpetuar el SDRA. Sorprendentemente el aumento en la concentracion del
factor estimulante de colonias de macréfagos y granulocitos en LBA (que retrasa la
apoptosis de neutrdéfilos alveolares), se ha asociado con mejoria de la supervivencia
en pacientes adultos con SDRA. Sin embargo, la inflamacién continuada en el pulmén
se ha asociado con una peor evolucion y la apoptosis de neutréfilos es esencial para
la resolucién de la inflamacion alveolar.

La apoptosis puede ser iniciada por la activacion de la familia de receptores de muerte
o directamente por dafio mitocondrial. En el pulmén la activacion de los complejos
receptor/ligando de muerte, como Fas/FasL, TNF-a/TNFR, TGF-B1/receptor TGFR-B y
LPS/TLR4, lleva a la activacion de una familia de caspasas. Inicialmente, la caspasa 8
activa a las caspasas efectoras (caspasa 3 y caspasa 7) resultando en la escision del
DNA nuclear y apoptosis. La activacion de caspasa 8 es insuficiente para inducir
muerte celular y requiere amplificacion de la sefal apopt6tica por la mitocondria. Esta
amplificacion mitocondrial requiere activacion de la familia de proteinas Bcl-2 (Bid, Bax
0 Bak), lo cual lleva a la permeabilizacién de la membrana externa de la mitocondria y
liberacion de citocromo c¢, lo cual aumenta la activacion de las caspasas efectoras.
Esta via apoptotica dependiente de la mitocondria es importante en modelos animales
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de dafio pulmonar inducido por hiperoxia/hipoxia, bleomicina, isquemia-reperfusion,
ventilacion mecanica y estrés nitro oxidativo.

La familia bcl-2 y la sefializacion mediada por Fas son importantes en el desarrollo de
la apoptosis de las células alveolares epiteliales en modelos animales de SDRA y
también en adultos con SDRA. El aumento en la concentracion del ligando soluble de
Fas en el LBA de pacientes adultos con SDRA se ha asociado con un aumento en la
mortalidad, y el lavado broncoalveolar en pacientes adultos con SDRA produce
apoptosis en cultivos de células humanas del epitelio pulmonar distal. Estos estudios
han generado interés en tratamientos que modulen las vias de apoptosis.

La sefializacion apoptética es modificada por una corregulaciéon de las vias de Fas y
TLR-4 a través de dominio de muerte asociado a Fas asi como la activacion de las
vias de Fas y Bcl-2 por sefiales inflamatorias. Las proteinas del surfactante regulan la
apoptosis de las células epiteliales alveolares y los fibroblastos pulmonares asi como
el aclaramiento de células apoptoéticas por los macréfagos.

En resumen, Fas/FasL juegan un papel esencial en la patogénesis del DPA mediante
la induccion de apoptosis y activacion de vias inflamatorias en una fase temprana pero
también tiene un papel importante en la reparacion pulmonar y fibrosis.

El sistema renina angiotensina también modula la apoptosis en los pulmones. La
angiotensina Il ha demostrado ser importante para LPS, Fas, y modelos de dafio
pulmonar con deplecién del surfactante. El bloqueo del sistema renina angiotensina
tiene efectos beneficiosos en modelos de SDRA.

El estrés oxidativo es otro modulador de la apoptosis en los pulmones, en parte por la
modificacion de la estructura y funcién del ligando de Fas. El estrés oxidativo es
debido a los oxidantes producidos en el microambiente alveolar por los neutréfilos y
otras células por las altas concentraciones de oxigeno inhalado. La lesién oxidativa
pulmonar se ha estudiado ampliamente, y podrian existir posibles intervenciones
terapéuticas en este campo.

El papel del NO generado por la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) en la apoptosis
de las células epiteliales alveolares no esta claro. Algunos estudios sugiere que NO
derivado de NOS no es nocivo y podria incluso inhibir la apoptosis en células
epiteliales alveolares en modelos de DPA inducidos por sepsis [43].

Las terapias potenciales anti apoptéticas podrian estar dirigidas a los complejos
receptor de muerte/ligando tales como el sistema Fas ligando/Fas, caspasas o la
familia de proteinas bcl-2. Debemos tener en cuenta que la prevencién de la apoptosis
de las células epiteliales alveolares en una fase temprana de DPA puede ser
beneficiosa para reducir la progresion de esta enfermedad y evitar la fibrosis
pulmonar, pero su inhibicién en la fase proliferativa cuando hay hiperplasia epitelial
podria entorpecer la reparacion pulmonar. Ademas, el estado de dafio pulmonar y la
duracion de los tratamientos dirigidos a la inhibicibn de la apoptosis pueden ser
factores criticos en el disefio de tratamientos anti apoptosis en ALL.
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5. Lesion del epitelio alveolar e
hiperpermeabilidad alveolocapilar

Bachofen y Weibel, encontraron en los pacientes con SDRA alteraciones en las
células endoteliales y, en mayor medida, en las células epiteliales [44]. El epitelio
alveolar regula el contenido de agua y de solutos en el espacio alveolar, lo cual es
importante para el adecuado intercambio de gases asi como la defensa del huésped
contra los patdgenos virales y bacterianos. La lesion del epitelio alveolar da lugar a un
aumento de la permeabilidad para las proteinas y a un deterioro del aclaramiento de
las proteinas del fluido alveolar. Estas alteraciones conllevan a que los alveolos se
inunden con proteinas de alto peso molecular, con el consiguiente empeoramiento del
intercambio gaseoso [45].

El epitelio del alveolo es una barrera muy fina que restringe el paso de las proteinas y
agua desde el intersticio al espacio alveolar debido a la presencia de proteinas de
union localizadas entre las células epiteliales alveolares adyacentes y que son
responsables de que la barrera epitelial sea mucho menos permeable que la barrera
endotelial [45]. Las proteinas de unién (tight junction) se encuentran localizadas en el
extremo luminal del espacio intercelular y son las principales estructuras que limitan la
difusién pasiva de las proteinas, lipidos y solutos entre las células epiteliales [46]. Las
proteinas de unién también mantienen la polaridad epitelial y el transporte vectorial
transcelular y paracelular que cruza el epitelio. Por lo tanto, la disfuncion de las tight
junctions no sélo da lugar un incremento de permeabilidad de proteinas sino también
empeora la capacidad del epitelio alveolar para aclarar el fluido alveolar perpetuando
la formacién del edema rico en proteinas. Ademas la disfuncién de las tight junctions
facilita la translocacion de endotoxinas y microbios del medio externo al
compartimento sistémico, contribuyendo al desarrollo del dafio multiorgénico [46].

Los componentes extracelulares de las tight junctions estan formados por la familia de
proteinas de zonula accludens (ZO). Estas proteinas interactdan con la membrana a
través de muchas proteinas scaffolding (ocludinas, claudinas, y moléculas de adhesién
de unién) y estas Ultimas se unen a la actina del citoesqueleto. La actina y la miosina
son dos componentes principales de la union al citoesqueleto que interactian
regulando la tensién y contraccion celular. Estas también tienen influencia sobre la
funcion epitelial.

La desorganizacion y la disrupcion de la interaccion de las tight junctions y las fibras
de actina incrementan la permeabilidad paracelular. El remodelamiento de la actina es
regulado por las proteinas de la familia Rho y GTPasas pequefias (RhoA y Rac1/2/3),
quienes tienen efectos opuestos sobre la permeabilidad epitelial. Mientras la activacion
de Rac 1/2/3preserva la integridad de la barrera epitelial y la permeabilidad, la
activacion de RhoA da lugar a la organizacion de las fibras de estrés de la actina,
formacion de grandes centros de adherencia y la interaccion de la actina y las fibras
de miosina a través de la fosforilacion de la cadena ligera de miosina y dan lugar a la
contraccion celular y a un incremento de la permeabilidad paracelular. Se necesita un
balance apropiado entre la RhoA y Racl para mantener la funcion epitelial normal. En
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este contexto, la inhibicion de RhoA atenula el desarrollo del edema pulmonar y aclara
el fluido alveolar en un modelo murino de heumonia por Pseudomonas aeruginosa [47]

Los componentes de las tight junctions pueden ser dianas directas de diferentes
estimulos, tal como estiramiento mecanico, la inflamacién local y sistémica y las
proteinas virales y bacterianas[48, 49]. Otras lesiones también pueden alterar las tight
junctions, tal como ZO-1 y ocludinas, y promoviendo la interaccion entre actina y
miosina y la contraccion celular via la activacion de la Rho Kinasa y la fosforilacion de
las cadenas ligeras de miosina [50].

Figura 1. Esquema de los mecanismos involucrados en el dafio epitelial alveolar en el
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6. Respuesta inflamatoria en el DPA

El principal cambio en la patogénesis del DPA es el desarrollo de una respuesta pro-
inflamatoria en el tejido pulmonar. EL DPA esta producida por un desequilibrio entre
mediadores proinflamatorios y antiinflamatorios.
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Todavia no se conocen las sefiales mas inmediatas que producen la activacion
incontrolada de la respuesta inflamatoria aguda. Sin embargo el factor nuclear kB (NF-
kB), un factor de transcripcion cuya activacion estd estrechamente regulada en
condiciones normales, se ha convertido en un posible candidato que desvia el
equilibrio a favor del estado proinflamatorio.

Tan pronto como a los 30 minutos después de una agresién aguda se puede detectar
un aumento de la sintesis de la interleucina 8 (IL-8), un potente agente quimiotactico y
activador de los neutrofilos, por macréfagos alveolares. La liberacion de este
compuesto y de otros similares, como la IL-1 y el factor de necrosis tumoral (TNF-a),
producen activacion endotelial, secuestro y activacibn de neutréfilos en el
compartimento microvascular pulmonar. Se piensa que los neutréfilos tienen una
funcién importante en la patogenia del SDRA.

El estudio histolégico de los pulmones en las primeras fases del proceso muestra un
aumento del numero de neutréfilos dentro del espacio vascular, el intersticio y los
alveolos. Los neutrdfilos activados liberan productos diversos (oxidantes, proteasas,
factor activador plaquetario y leucotrienos) que producen lesion del epitelio alveolar y
mantienen la cascada inflamatoria [52].

El dafio del endotelio y del epitelio perpetia la hiperpermeabilidad vascular y la
pérdida del surfactante, facilitando la formacién de atelectasias. Los cambios pro-
inflamatorios estdn en equilibrio con efectos anti-inflamatorios de anti-proteasas,
antioxidantes y citocinas anti-inflamatorias de origen endégeno (e.g; IL-10) que son
activadas por las citocinas proinflamatorias.
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Figura 2.
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El alveolo normal (izquierda) comparado con el alveolo lesionado en la fase temprana de la
lesion pulmonar aguda en el sindrome de dificultad respiratoria aguda. Bajo la influencia de
citocinas proinflamatorias, como la IL-8, IL-1 y TNF (liberadas por los macréfagos), los
neutroéfilos inicialmente quedan secuestrados en la microvasculatura pulmonar, seguido por
marginacion y salida hacia el espacio alveolar, donde son activados. Los neutréfilos activados
liberan diversos factores como leucotrienos, oxidantes, proteasas, y factor activador de
plaquetas (PAF), que contribuyen a la lesion tisular local, la acumulacion de liquido de edema
en los espacios aéreos, la inactivacion del surfactante y la formaciéon de membranas hialinas.
Posteriormente, la liberacion de citocinas fibrégenas derivadas de los macréfagos, como el
factor de crecimiento y transformacion B (TGF-B) y el factor de crecimiento derivado de las
plaguetas (PDGF), estimula el crecimiento de los fibroblastos y el depésito de colageno
asociados a la fase de curacion de la lesion. (Modificada de WarelLB, Mattthay MA: The acute
respiratory distress sindrome. N Engl J Med 342:1334, 2000).

7. Cambios histologicos

Los cambios histolégicos asociados al DPA/SDRA reflejan el desarrollo de una
respuesta inflamatoria aguda. Se observa congestion capilar, necrosis de las células
epiteliales alveolares, edema y hemorragia intersticiales e intraalveolares, y
(particularmente en la sepsis) acimulo de neutréfilos en los capilares.

El hallazgo mas caracteristico en la presencia de membranas hialinas recubriendo los
conductos alveolares distendidos (Fig.3). Estas membranas estan formadas por
liquido de edema rico en fibrina mezclado con restos de células epiteliales necroticas.
En la fase organizativa hay una marcada proliferacion de neumocitos tipo Il en un
intento de regenerar el revestimiento alveolar. La resolucion es poco habitual. Con

frecuencia se produce organizacién de los exudados de fibrina, con la consiguiente
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fibrosis intraalveolar. Existe un marcado engrosamiento de los tabiques alveolares,
producido por la proliferacion de las células intersticiales y el depésito de colageno.

Figura 3. Ejemplos de hallazgos histolégicos

Panel izquierdo: alveolos de apariencia normal, con septos alveolocapilares delgados, que
separan la sangre del espacio alveolar e incluyen las células endoteliales, membrana basal y
células epiteliales. Panel central: pulmén con SDRA (la membrana basal del alveolo esta
recubierta por el material resultante de la destruccion de los neumaocitos tipo | y que constituyen
las membranas hialinas. Panel derecho: fibrosis de la membrana de los capilares y de los
alveolos, en verde [53].

Los cambios morfol6gicos caracteristicos del SDRA se denominan dafio alveolar
difuso (DAD), tal como fue descrito por Katzenstein y cols [54].

Generalmente estos cambios evolucionan en el tiempo en fases bien definidas
(exudativa, proliferativa y fibrosis).

La fase exudativa se observa en la primera semana y se caracteriza por la presencia
inicial de edema en el intersticio, seguido de la destruccion de los neumocitos tipo |
que tapizan los alveolos, que son sustituidos por un material PAS positivo,
denominado membranas hialinas. Estas membranas, que son el signo més distintivo
del DAD, estan constituidas por fibrina y detritus procedentes de la destruccion de los
neumacitos tipo |, tal como se aprecia en la microscopia electrénica.

La fase proliferativa se observa en la segunda semana y se caracteriza por la
proliferacion de los neumocitos tipo Il que tapizan la superficie alveolar. En la
microscopia electrénica se observan unos cuerpos lamelares que dan una imagen de
reparacion formada por células altas que recubren el interior del alveolo.

Finalmente, la fase de fibrosis se desencadena cuando el estimulo nocivo contintda y
el proceso pulmonar mantiene su actividad produciendo un depdsito de colageno en el
intersticio, ensanchandolo, al tiempo que disminuye el tamafio de los alveolos y los
separa, produciéndose una fibrosis pulmonar que caracteriza las fases avanzadas del
DAD [54] (Fig. 4).

26



Introduccién

Figura 4. Relacion entre la fase exudativa, proliferativa y fibrosis y duracion del SDRA
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La fase exudativa disminuye significativamente en el tiempo mientras que la fase proliferativa y
la fibrosis fueron progresivamente aumentando en el tiempo. Mas de una fase puede coexistir
en un paciente. *p=0.019 para la fase exudativa, p=0.0063 para la fase proliferativa, y p=0.0002
para la fibrosis, comparada con la primera semana. +p<0.0001 para la fase exudativa,
p=0.0288 para la fase proliferativa, y p=0.0021 para la fibrosis, comparado con la segunda y
tercera semana. (Adaptado de [53]

Sin embargo la secuencia temporal de estos cambios, propuesta en su descripcion
original pero nunca documentada en pacientes con SDRA, ha sido recientemente
demostrada por Thille y cols [53]. Se demostr6 que estos cambios son en efecto
secuenciales en el tiempo, y que los cambios indicativos de inflamacién y reparacion
pueden superponerse en el tiempo. De hecho es frecuente observar en el mismo
paciente cambios correspondientes a diferentes fases evolutivas de la enfermedad.

El pronéstico del sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) ha mejorado
espectacularmente en las Ultimas décadas, variando de una mortalidad
intrahospitalaria del 90% en los afios 70 (Zapol 1979) a aproximadamente un 30% en
un estudio reciente [56]

Figura 5. Evolucion de las lesiones histologicas en el tiempo en pacientes con SDRA
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8. Tratamiento del DPA/SDRA

Para el manejo farmacolégico del SDRA se han realizado ensayos clinicos en los
cuales se ha probado la eficacia de la administracion de agentes antiinflamatorios,
anticoagulantes, surfactante exdégeno, vasodilatadores, y agonistas 3. Sin embargo,
los resultados han sido negativos, posiblemente debido a: (a) el proceso
fisiopatoldgico es heterogéneo; (b) dificultad para identificar subgrupos de pacientes
que pueden beneficiarse; (¢) administracion de dosis o utilizaciéon de una via de
administracién inapropiadas.

Los intentos terapéuticos que han sido estudiados se resumen a continuacion.

El conocimiento de la patogénesis ha permitido identificar nuevas dianas terapéuticas
gue pueden resultar de interés para el disefio de tratamientos eficaces en el DPA. Por
ejemplo, HIF (hipoxia-inducible factor) y PHD 1-3 (oxygen -sensitive prolyl
hydroxylases) intervienen en la regulacion de la apoptosis de los neutrdfilos, y pueden
ser dianas para disminuir la inflamacion en la fase temprana del SDRA [57]. Por otro
lado, la elastasa y la IL-8 son liberados por los neutréfilos. Recientemente se han
desarrollado inhibidores de la elastasa (silvelestad y AZD9668) [58]. Sivelestat
disminuye la expresién de fosfo-SMD2/3, la cual se encuentra involucrada en el
desarrollo de la fibrosis pulmonar [59, 60]. Se ha demostrado que el sivelestad mejora
la funcion respiratoria, disminuye el reclutamiento de las células inflamatorias en la
fase aguda y la deposicion de colageno en el parénquima pulmonar en la fase
fibroproliferativa del SDRA.

Se han identificado moléculas que mantienen la funcion de la barrera endotelial
reorganizando el esqueleto celular como los mediadores lipidicos esfingosina 1-p
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(S1P) y resolvinas, estatinas, sistema angiopoyetina-1/2-Tie2 y la proteina C activada
(APC, activated protein C) [61].

La S1P es un lipido bioactivo que actla uniéndose a su receptor asociado a la
proteina G, desencadenando la activacion de vias de sefializacion de Rho y Racl para
el ensamblaje de fibras de estrés, la union de la actina a la membrana y la formacion
de adhesiones focales. Intervienen también los complejos de union entre célula y
célula mediante caderina, paxilina, cateninas, zona occludens, para prevenir el
aumento de la permeabilidad vascular. Estudios recientes demostraron que
estimulando la produccion de S1P (FTY720) o inhibiendo su degradacion se reduce la
permeabilidad vascular, se limita la ruptura de la microvasculatura endotelial, la
formacion de edema pulmonar y se atenua la respuesta inflamatoria del parénquima
pulmonar limitando el desarrollo del SDRA [62, 63].

Las resolvinas (Rv) tienen propiedades antiinflamatorias mediadas por la supresion
del factor nuclear kappa B (NF-kB) a través de los mecanismos que dependen en parte
de los PPARy. RvD1 reduce significativamente la exocitosis de los macréfagos y de
los neutrdfilos, incrementa la expresién de la citoquinas anti-inflamatorias (IL-10) y
tienen propiedades antifibréticas y acciones antimicrobianas [64, 66].

Las estatinas confieren proteccion pulmonar preservando la funcion y la integridad del
endotelio. El efecto protector estd mediado por la sobreexpresion de la integrina 4 en
las células endoteliales [67].

El sistema angiopoyetina %2 juega un papel importante en la sepsis y en el DPA. Ang-1
y Ang-2 se unen a receptores endoteliales y solubles. Ang-1 induce la activacion del
receptor Tie 2 endotelial, y reduce la inflamaciéon pulmonar y la permeabilidad de las
células endoteliales. Ang-2 impide la unién de la Ang-1 al receptor Tie 2 endotelial y
consecuentemente da lugar a Ang-1/2-Tie 2 puede ser, por tanto, una diana para el
tratamiento del SDRA [68, 69].

La proteina activada C (APC) es una proteina endégena que promueve la fibrosis e
inhibe la trombosis, y modula la coagulacién y la inflamacion asociadas al DPA [71].

La enzima convertidora de angiotensina (ACE), la angiotensina 2 y el receptor tipo 1
(AT-1) de la angiotensina 2 inducen apoptosis en la pared alveolar, alteran la
integridad de la barrera alveolocapilar y estimulan la deposicién de colageno, lo cual
produce fibrosis pulmonar y disfuncién pulmonar [72, 74].

Por el contrario, la ACE tipo 2 y el receptor de la angiotensina tipo 2 (ATE-2) protegen
contra todos estos efectos. Ademas la inhibicion de ACE y AT-1 aumentan la actividad
de ACE 2 y AT-2 disminuyendo el dafio pulmonar en varios modelos animales de
distreés.

Otras vias que se han identificado como dianas terapéuticas son la sefializacién
mediada por endotoxina. En modelos animales se demostré que un antagonista de
TLR-4 protege el desarrollo de SDRA causado por la influenza [75]. Eritrosan se une a
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CD14, e inhibe la unién del complejo MD2:TLR4, previniendo asi la dimerizacién de
TLR-4 y su activacion [76]

El uso de antagonistas de las integrinas previene la adhesion de leucocitos a las
células epiteliales, lo que protege a las mismas de la inflamacion [77]. Estos farmacos
han sido estudiados en diferentes patologias como el sindrome coronario agudo, la
psoriasis, el asma y la EPOC. El uso en el SDRA esta todavia pendiente de mayor
desarrollo [76].

Algunos micro RNA (hsa-miR-374%, hsa-miR-374b, hsa.miR-520c-3p, y hsa-miR-1290)
estan involucrados en la disfuncién de la barrera endotelial, en el incremento del
edema pulmonar y en la respuesta inflamatoria del pulmén. Con la modulacién de
estos microRNAs se podria obtener resultados beneficiosos para controlar el
desarrollo del SDRA [78, 79].

En los modelos animales de DPA la administracion de endotoxina ocasiona la
liberacion de histamina enddgena, con el consiguiente reclutamiento de neutréfilos y
aumento de la expresion de citoquinas e hiperpermeabilidad capilar. La administracion
de antagonistas del receptor H2 (ranitidina) disminuye la concentracion de histamina
[80, 81].

Se ha visto que la administracion de ranitidina se asocia con una disminucion
significativa del nimero de neutréfilos y de la permeabilidad oncética [81].

Finalmente se han utilizado técnicas de nanomedicina para el disefio de nuevas
estrategias terapéuticas. Por ejemplo se ha demostrado que las micelas fosfolipidicas
biocompatibles y biodegradables de accién prolongada inhiben diferentes dianas de
DPA [82, 83].

9. Modelos animales

Se ha diseflado modelos animales para el estudio de la patogénesis y de
intervenciones potencialmente terapéuticas del DPA. Idealmente los modelos animales
de DPA deben reproducir los mecanismos y consecuencias clinicas del sindrome de
los seres humanos, incluyendo los cambios fisiol6gicos y patologicos que se producen.
Sin embargo, ninguno de los modelos de DPA reproduce adecuadamente las
caracteristicas complejas del sindrome del DPA/SDRA humano, que se caracteriza
por una alveolitis neutrofilica aguda con la formacion de membranas hialinas y
microtrombos intravasculares. En 2010 la American Thoracic Society (ATS),
recomendd que los modelos animales ALI/DPA deben tener al menos 3 de las 4
siguientes caracteristicas: evidencia histologica de dafio tisular, alteracion de la
membrana alveolocapilar, presencia de respuesta inflamatoria y evidencia de
disfuncion fisiologica. Por lo tanto la eleccién de una modelo en particular se debe
hacer después de considerar las caracteristicas especificas de cada modelo.
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Todos los modelos de DPA tienen sus limitaciones. La mayoria de los modelos se
basan en uno o dos métodos para provocar dafio. Sin embargo, el sindrome de
DPA/SDRA humano es raramente causado por un solo evento. A menudo, el SDRA
en humanos estd asociado con interacciones complejas entre los factores de riego
primarios, como la sepsis, comorbilidades, como la diabetes, el alcoholismo y la
enfermedad pulmonar subyacente; y otros factores inherentes al huésped, como son
los determinantes genéticos. Otro inconveniente de los modelos animales es que la
variabilidad de la inmunidad innata entre especies y otras respuestas podrian afectar a
la importancia de los datos obtenidos de los modelos animales para los seres
humanos. Por ultimo, la mayoria de los modelos se dirigen a un tejido primario, el
epitelio alveolar, el endotelio alveolar, o ambos, pero el tejido diana principal en
DPA/SDRA aln sigue siendo desconocido. Estas deficiencias solas o en combinacion,
son probablemente responsables del hecho de que los modelos animales a menudo
han producido resultados diferentes o incluso contradictorios, y que los enfoques
terapéuticos eficaces en animales no siempre tienen éxito en seres humanos. Sin
embargo a pesar de estas limitaciones, los estudios que utilizan modelos animales de
LPA/SDRA siguen siendo esenciales porque hasta la actualidad no existe otro medio
para generar informacion sobre la fisiopatologia de la lesién pulmonar y para poner a
prueba las intervenciones terapéuticas en los sistemas biolégicos complejos.

Para superar estas deficiencias, los investigadores deben prestar atencion a la
eleccibn del modelo adecuado para poner a prueba su hipétesis y deben ser
conscientes de las diferencias entre el modelo utilizado y el DPA/SDRA en humanos.
Los modelos que se aproximan a las caracteristicas del SDRA en humanos, al menos
los observados durante la fase aguda, incluyen la inoculacién del acido oleico, la
aspiracion acida y la hiperoxia. La naturaleza traslacional de estos modelos se
encuentra fuertemente limitada por el tipo de insulto utilizado. Los animales no aspiran
acido oleico, la aspiracion de contenidos gastricos no es responsable sino de una
pequefia proporcion de pacientes con SDRA, y la hiperoxia no se ha demostrado que
sea causa de SDRA en humanos.

Otro modelo consiste en la realizaciébn de repetidos lavados broncoalveolares con
suero salino para eliminar el surfactante y crear una situacion de disminucién de
distensiblidad pulmonar y deterioro del intercambio gaseoso. Sin embargo este modelo
no reproduce la lesion del epitelio alveolar o la alveolitis neutrofilica caracteristicas del
SDRA. Estos cambios se desarrollan en este modelo si se afiade un segundo insulto
como la administracion de endotoxina bacteriana o la ventilacion mecanica. La sepsis
es una de las causas mas comunes del SDRA en los seres humanos, pero los
modelos de sepsis tratando a los animales por via sistémica con bacterias o
productos bacterianos se asocian generalmente con neutrofilia alveolar leve y con
cambios minimos en la permeabilidad capilar alveolar.

Hay muchas diferencias anatémicas y fisiol6gicas entre animales y humanos que
pueden influir en la respuesta del pulmén a un dafio agudo y afectar a la evaluacién
del dafio pulmonar [84]:
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1.- La frecuencia respiratoria (FR). La FR en una adulto humano oscila entre 12 y 16
rpm mientras que en un ratén se eleva a 250-300 rpm. Por tanto, el uso de este
pardmetro como indicador de dafio pulmonar no es adecuado.

2.- La anatomia pulmonar. Los ratones y las ratas tienen diferentes anatomias lobares,
y pocas vias aéreas que conducen de los bronquiolos proximales a los terminales.
Asimismo los alveolos y el grosor de la barrera alveolocapilar son mas pequefios que
los de los humanos.

3.- La inflamaciéon. Los roedores tienen pocos neutréfilos circulantes (10-25%)
comparado con los humanos (50-70%) y no expresan defensinas. Las quimioquinas
producidas por los neutréfilos son diferentes en humanos y en roedores. La CXCL1 y
la MIP-2 aparecen en roedores y la IL-8 en humanos.

4.- Lesiones histoldgicas en el DPA. En pulmones murinos rara vez se encuentran
membranas hialinas en situaciones de aumento de permeabilidad.

5.- Desarrollo del DPA. En humanos, el DPA se desarrolla en pacientes afectados por
otra enfermedad que es el factor de riesgo del SDRA (mas frecuentemente la sepsis)
mientras que en los modelos animales frecuentemente se usan ratones jévenes sin
comorbilidades.

Por todas estas razones las respuestas de los pulmones de los animales y de los
humanos a un estimulo dafiino no se puede esperar que sean idénticas o incluso
similares.

Tabla 2. Porcentaje de los diferentes modelos animales usado en el estudio de
dafio pulmonar agudo

MODELOS ANIMALES DE DANO PULMONAR AGUDO %
Ventilacién mecanica 30
LPS 19
Bacterias vivas 16
Hiperoxia 12
Bleomicina 10
Acido oleico 5
Puncion y ligadura cecal 4
Aspiracion acida 3

Tabla modificada de la referencia [85].

32



Introduccién

10. Dafo pulmonar asociado a la ventilacion
mecanica (VILI)

Recientemente se ha puesto de manifiesto que la ventilacibn mecanica con una
presion de la via aérea (Pya) elevada induce una condicidon caracterizada por
inflamacién aguda, edema pulmonar por hiperpermeabilidad alveolocapilar, hipoxemia
y cambios histoldgicos consistentes con DAD. Es decir la ventilacion mecéanica con Ppy
elevadas induce una condicion indistinguible del DPA/SDRA. Esta condicion ha
recibido el nombre de dafio pulmonar inducido por la ventilacion mecanica, al que nos
referimos en adelante, por la gran difusion del acronimo, como VILI (ventilator induced
lung injury) [1, 2, 86-89]

La importancia de VILI como posible mecanismo de dafio pulmonar en pacientes en
ventilaciébn mecanica ha sido demostrada por un ensayo clinico en el que se comprob6
que la ventilacion mecanica utilizando un V; Bajo (6 versus 12 ml/kg) reducia en un
22% la mortalidad de pacientes con DPA sometidos a ventilacion mecanica [90, 91].

Determinantes del VILI: papel del volumen teleinspiratorio pulmonar

El término ‘barotrauma” fue inicialmente usado para describir el dafio pulmonar
atribuible a la ventilacion con presiones pico en la via aéreas altas. La lesidbn mas
frecuente que causa es el neumotdérax [92]. Sin embargo, Dreyfuss y Saumon
demostraron que dichas lesiones no eran causadas con la presion de la via aérea per
se sino por las amplias variaciones de volumen a que eran sometidas los pulmones
durante la ventilacién, y propusieron que el término de barotrauma fuera reemplazado
por “volutrauma”.

Para diferenciar entre los efectos de la distensién pulmonar y la presion de la via
aérea, se compararon ratas ventiladas con idénticas presiones pico (45 cm H,0) pero
usando V; Bajo o V; Alto (generado por la limitacibn de los movimientos
toracoabdominales mediante una banda compresiva) [3].

Las ratas ventiladas con V; altos desarrollaban edema pulmonar mientras que no
ocurria en las que se ventilaba con V+ Bajos. Las altas presiones no eran un factor de
riesgo para el desarrollo del edema pulmonar, lo que fue confirmado al ventilar ratas
con volumenes altos pero presiones negativas en la via aérea mediante un pulmén de
acero [3]. Estos hallazgos se han reproducido en conejos [93] y corderos[94].

También se cuestiond si el edema pulmonar durante la ventilacion mecanica ocurria al
sobrepasar un determinado volumen. Fueron Carlton y cols [94] quienes respondieron
con un modelo de VILI en cordero. Al aumentar progresivamente el V; también
aumentaban las presiones tele inspiratorias a 16, 33, 43 y 61 cm H,O.

Estos autores también demuestran que el flujo linfatico y la concentracion de proteinas
se incrementaban solo con el volumen tidal més alto (57 ml/kg) alcanzando un nivel de
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presion de 61 cm H,O, lo que sugeria que las alteraciones microvascularesen
respuesta a la sobredistensién ocurren al sobrepasar un limite de volimen y presion
mas que de forma gradual [94].

Estos hallazgos fueron confirmados por escintigrafia que permite evaluar los cambios
simultdneos en la permeabilidad alveolar y microvascular durante la distension en
ratas con pulmones previamente sanos [95]. Asi se observaban cambios en la
permeabilidad epitelial y endotelial con el mismo limite de presion teleinspiratoria (de
20 a 25 cm H,0 correspondiendo a Vr de 13.7+4.69 y 22.2+1.12ml/kg).

El hecho de aumentar el volumen teleinspiratorio mediante un incremento de la
capacidad residual funcional (por ejemplo aplicando la PEEP) puede causar dafio
independientemente del V; aplicado. Por lo cual, la aplicacién de la PEEP cuando el
V1 permanece constante aumenta el volumen teleinspiratorio y esto puede ser
perjudicial.

Por ello las ratas ventiladas con un V; en el rango fisiol6gico desarrollan edema
pulmonar cuando se aplica una PEEP de 15 cm H,O y no de 10 cm H,O [96].
Asimismo, en modelos animales se observé que no se produce dafio cuando se dobla
el V+ ventilando con PEEP=0, pero desarrollan edema pulmonar cuando se usa PEEP
de 10 cm H,0.

La aplicacion de la PEEP atenda el dafio pulmonar cuando el volumen teleinspiratorio
permanece constante. Esto puede estar relacionado con una reduccion del V; y la
estabilizacién de los alveolos distales. Weeb y Tierney demostraron que al aplicar una
presion teleinspiratoria de 45 cm H,O y una PEEP de 10 cm H,0O, el edema era menos
grave, y atribuyeron este efecto al mantenimiento de la actividad del surfactante [1]

Mas tarde se confirm6 que al ventilar ratas con la misma presion teleinspiratoria (45cm
H,0) y PEEP=0 desarrollaban mayor edema pulmonar (objetivado por las medidas del
agua extravascular pulmonar) que aquellas que eran ventiladas con PEEP. Sin
embargo, la presencia de PEEP también desarrollaba edema que no ocupa el alveolo
sino que estéa confinado al intersticio [3].

La aplicacion de la PEEP cuando se desarrolla VILI se asocia a la preservacion del
epitelio alveolar y las Unicas anomalias microestructurales observadas fueron edema
intersticial y un proceso apoptético manifestado por la vacuolizacién del citoplasma a
nivel del endotelio [3].

Este fendbmeno beneficioso de la PEEP puede estar relacionado con la reduccién de la
distension pulmonar, que evita el efecto abrasivo sobre el espacio intercelular del
epitelio [88, 89].Existe la hipotesis de que el fendbmeno de apertura y cierre ciclico de
unidades alveolares explica el dafio pulmonar en el VILI [97-99]
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La hipotesis del biotrauma

Se ha propuesto que el dafio pulmonar observado en el contexto de VILI se debe al
desarrollo de la respuesta inflamatoria por un mecanismo de mecano transduccion,
gue transduce la sefial mecanica (Pya elevada) en una sefial inflamatoria. Numerosos
estudios han demostrado que la ventilacion mecénica usando presiones pico en la via
aérea elevadas se asocia con infiltrado pulmonar de neutréfilos [99, 100]. Ademas la
deplecion de neutréfilos se asocia con un mejor intercambio gaseoso y menor lesion
pulmonar, como se observé en un modelo de DPA inducido por déficit de surfactante
pulmonar en conejos [101]. Con esto se insinda que la reaccion inflamatoria per se
puede ser perjudicial. Por otra parte hay evidencias de que la ventilacion mecanica
podria ocasionar efectos a nivel sistémico. Kolobow y cols demostraron que ovejas
ventiladas con presién pico de 50 cm H,O (lo que corresponde a V+ de 50 a 70 ml/kg),
morian de fallo multiorganico en las siguientes 48 horas [102]. Tremblay y cols [6], en
el modelo de exvivo de pulmones de ratas ventilados con V=40 ml/kg y PEEP=0 sin
perfundir, encontrd en el LBA un incremento de TNF-qa, IL-13 y MIP-2), en comparacion
con los controles. Esto sugiere que la ventilacion mecanica podria influir en el
equilibrio inflamatorio/ antiinflamatorio a nivel pulmonar.

Sin embargo, otro grupo usando el mismo modelo encontr6é sélo un ligero aumento de
IL-18 y MIP-2, sin cambios en el TNF-q, en el LBA de pulmones de rata ventilados con
V=42 mil/kg en comparacion con las ventiladas con V=7 mil/kg [103, 104].
Concluyendo que el dafio pulmonar inducido por la ventilacion mecénica no solo es
causado por la produccion primaria de citoquinas proinflamatorias a nivel pulmonar
[104]. Las dos principales hip6tesis han intentado resolver sus discrepancias. Es
posible que el dafio pulmonar inducido por la ventilacion mecanica sea insuficiente per
se para estimular una secrecién intensa de citoquinas proinflamatorias, pero suficiente
cuando esta asociado a otra agresiéon [105, 106].

De hecho la asociaciéon de shock hemorragico (y la resucitacién subsiguiente) y la
ventilaciébn con presiones pico elevadas constituyen al aumento de secrecion de
citoquinas proinflamatorias tanto a nivel pulmonar como sistémico.

La hipotesis del biotrauma encuentra un apoyo al descubrirse que los pacientes con
SDRA ventilados con una estrategia protectora (V= 7ml/kg y PEEP=15 cm H,0)
muestran menor concentracion de citoquinas pro-inflamatorias tanto en el plasma
como en LBA en comparacion a los ventilados con estrategia control (Vt=7ml/kg y
PEEP= 15 cm H,0) muestran menor concentracion de citoquinas pro-inflamatorias
tanto en el plasma como en el LBA en comparacion a los ventilados con la estrategia
control (Vy=11ml/kg, PEEP=6 cm H,0O) en s6lo 36 horas tras la aleatorizacion [107].

En pacientes con SDRA ventilados con 6 ml/kg se encontré en el plasma pequefias
diferencias aunque significativas en los niveles de IL-6 e IL-8 en comparacion a los
ventilados con 12ml/kg [108]. Por el contrario, los cambios transitorios en la estrategia
ventilatoria de V; Bajo + PEEP alta (V+=5 ml/kg, PEEP=15 cmH,0) a V; Alto + PEEP
baja (V+=12 ml/kg, PEEP=5 cm H,0O) en pacientes con DPA desencadenaban un
aumento de los niveles de citoquinas en el suero y en el LBA [109, 110].
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Por dltimo, hay pruebas que sugieren que una estrategia ventilatoria nociva puede
contribuir a la diseminacion sistémica de una carga bacteriana y a la extensién del
edema pulmonar [10]. De hecho, la ventilacion con V¢ elevado y PEEP=0 favorece la
siembra bacteriana contralateral en un modelo unilateral de neumonia por
Pseudomonas aeroginosa en ratas [111].

Mediante instilacién de albimina marcada con **TC a través de la via aérea distal se
observé que tras iniciar la ventilacion mecénica con V+ elevado casi inmediatamente el
edema se disemind, respuesta que se atribuye a los movimientos convectivos
producidos por esta estrategia ventilatoria. La aplicacion de la PEEP evitaba la
diseminacion aun cuando el V1 y la PIP eran elevadas.

Cambios microscopicos

El dafio pulmonar inducido por la ventilacion mecéanica, tema central del presente
trabajo de investigacion, se asocia con cambios histoldégicos semejantes a los
descritos para el SDRA en general, como se discutird en detalle en la seccion sobre
cambios histolégicos de la presente Introduccion.

Los pulmones lesionados por la ventilacion mecéanica presentan atelectasias, y
congestion grave debido al edema, a los cambios epiteliales y endoteliales y a la
hiperpermeabilidad alveolocapilar. Se han descrito cambios histoldgicos
caracteristicos de DAD. El DAD es el conjunto de cambios histoldgicos que se
encuentran en pacientes con SDRA, y consiste en edema, inflamacion, engrosamiento
de la pared alveolocapilar, hemorragias y formacion de membranas hialinas.

Tsuno y cols [99] demostraron en cerdos ventilados con alta presion durante 22 horas
cambios consistentes con DAD, incluyendo formacién de membranas hialinas,
hemorragias alveolares e infiltracién de neutrdfilos.

También en estudios usando modelos animales pequefios sometidos a ventilacion
mecanica con altas presiones [2, 3, 112, 113] se ha observado destrucciéon de las
células alveolares tipo | (ATI) y exposicion de la membrana basal, ocupacion del
espacio alveolar por membranas hialinas, alteraciones de las células endoteliales
(despegamiento de la membrana basal y formacién de vacuolas intracapilares), asi
como roturas de células endoteliales, permitiendo el contacto directo entre los
neutrofilos y la membrana basal.

Existe una relacion entre la duracion y la gravedad del dafio histolégico. En animales
pequefios el edema se desarrolla rapidamente, mientras que en animales grandes se
necesitan varias horas para que desarrolle una respuesta inflamatoria y aparezca
edema [99, 101]
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VILIy respuesta inflamatoria pulmonar

Los mediadores especificos implicados en la respuesta inflamatoria caracteristica del
VILI no son bien conocidos. El dafio y reparacion es un delicado equilibrio entre las
citoquinas pro y anti-inflamatorias [114-116]

La naturaleza del dafio pulmonar es el factor mas importante que marca si el sitema
inmune se dirige hacia una respuesta de tipo | o tipo Il [117-118]. Dirigir la respuesta
del huésped de un tipo de respuesta inmune a otro puede ser beneficioso durante el
DPA/SDRA. Se ha demostrado que ambos tipos de respuesta inmune, el tipo | (e.g;
TNF-a, IL-1B) y el tipo Il (e.g; IL-6, IL-10) estan aumentados en el VILI [4, 119].

TNF-a

Los modelos animales han demostrado que el TNF-a juega un papel esencial en la
respuesta fibroproliferativa durante el DPA.

Tremblay y cols. llevaron a cabo estudios usando un modelo de pulmén no perfundido
ventilado ex vivo [4], pre-tratados con LPS i.v. Los pulmones (pre-tratados o no con
LPS) eran aleatorizados y sometidos a 4 estrategias ventilatorias durante 2 horas: (1)
no lesivo (Vi=7ml/kg +PEEP=2 cmH,0); (2) dafio moderado (V+=15ml/kg + PEEP=10
cm H,0); (3) dafio intermedio (Vy=15ml/kg + PEEP=0 cmH,0); (4) estrategia lesiva
(V+=40 ml/kg + PEEP=0 cmH,0). Sélo los grupos de ventilacion 3 y 4 (pre-tratados y
no pre-tratados con LPS) desarrollaron una reduccion significativa de la compliance
pulmonar y una elevacion de citoquinas pro-inflamatorias dependiente de la estrategia
ventilatoria utilizada. El grado de dafio (teniendo en cuenta la compliance) era similar
entre el grupo de LPS y el grupo control [4]. Estos resultados concordaban con otros
modelos animales de VILI y confirmaban el estudio de Ranieri y cols [119].

El papel fundamental de TNF-a en la patogénesis de VILI fue apoyado posteriormente
por estudios de Imai y cols [120], en los que se demostré6 que conejos sometidos a
V:=12-15 ml/kg + PEEP=5 cm H,O aumento de TNF-a en LBA y mejoria del VILI
mediante la administracion intratraqueal de anticuerpos anti TNF-a,

Los estudios que demuestran translocacion de citoquinas desde el pulmén a la
circulacion durante el dafio pulmonar [8-10, 121-123] proporcionan fundamento para la
hipotesis de que VILI se puede asociar con disfuncion de érganos no pulmonares.

Ranieri y cols, objetivaron la influencia de diferentes estrategias de ventilacion
mecanica en la secrecion de citoquinas en pacientes con SDRA [119, 124]. Se
reclutaron pacientes con SDRA y se aleatorizaron en 2 grupos: (a) Vr para obtener
valores normales de PaCO, sin exceder la presion meseta de 35 cm H,0, y la PEEP
ajustadas para conseguir una mejora en la saturacion de oxigeno pero sin causar un
trastorno hemodinamico; (b) Vr y PEEP ajustados segun los valores mayores o
menores de inflexion de las curvas de volumen/presion, respectivamente. Las
caracteristicas fisiolégicas de los pacientes y los niveles de TNF-a eran similares en
ambos grupos al inicio del estudio. Sin embargo, el grupo (a) tenia un Vy y una PIP
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mayores y una PEEP y pCO, menores que el grupo de (b). Tras 36 horas de
ventilacién mecanica, el grupo (a) presentaba concentraciones mayores de TNF-a y de
los receptores solubles de TNF-a (tipo | y 1) tanto en el plasma como en LBA que el
grupo (b). Este estudio pone de relevancia la liberacion de citoquinas en el VILI. Estos
resultados deben ser usados con cautela por el hecho de que el grupo (b) presentaba
unos niveles de PCO, mayores, lo cual inhibe la liberaciéon de citoquinas y atenua el
dafio pulmonar [125-127].

Finalmente, estudios en humanos han demostrado niveles bajos TNF-a tanto en el
plasma, como en el LBA de pacientes con riesgo de padecer SDRA muestran un
excelente valor predictivo negativo para el desarrollo de SDRA [119]. En conjunto
estos estudios demuestran que niveles elevados de TNF-a se asocian con ALI/SDRA 'y
gue puede ser un biomarcador que predice los pacientes criticos que desarrollaran
ALI/SDRA.

IL-18

IL-1B es una citoquina que aparece precozmente en la respuesta inflamatoria, al igual
que el TNF-a. Se han encontrado niveles elevados de IL-18 y de su inhibidor IL-1Ra
en el LBA de pacientes con SDRA de pacientes con SDRA. Concretamente, la
proporcion de IL-1B/IL1Ra es de 10:1 molar en el BAL de los pacientes con SDRA
frente a la proporcién de 1:1 en voluntarios sanos [128].

El estudio de Ranieri y cols antes mencionado demostré también un aumento de IL-18
y IL1Ra en LBA en pacientes sometidos a Vt elevado.

Los estudios llevados a cabo por Tremblay y cols. en su modelo ex vivo [4]
demostraron un aumento transitorio de los niveles de IL-1p en LBA paralelamente al
grado de VILI. Ricard y cols, [104] encontraron los mismos resultados en sus modelos
ex vivo e in vivo de rata. Copland y cols [129] ampliaron estos estudios y demostraron
que la IL-1p estaba localizada en el epitelio broncoalveolar durante el VILI.

IL-6

IL-6 es una citoquina con propiedades pro y antiinflamatorias y se asocia a la
respuesta inmune tipo Il. IL-6 es producida por muchas células, incluidos fagocitos
mononucleares, células endoteliales, fibroblastos y células del musculo liso. En el
SDRA, los niveles circulantes de IL-6 son predictivos de su gravedad [130-132].
Ranieri y cols [119] demostraron que los pacientes con SDRA ventilados con V¢
elevado desarrollaban un aumento de los niveles de IL-6 tanto en el plasma como en
LBA a las 40 horas.

Modulacién de VILI

Se han publicado resultados experimentales prometedores que sugieren que se puede
suprimir la interfase aire-liquido y permitir la reapertura de la &reas llenas de liquido o
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colapsadas mediante la administracion de surfactante exégeno [133] y de ventilacién
liguida con perfluorocarbonos [133]

La administracion de surfactante sintético ha fracasado al no mejorar la oxigenacion
[134] y la mecénica pulmonar en pacientes con SDRA [135, 136]. El uso de liquidos
con perfluorocarbonos tanto con V; bajos (10ml/kg) o altos (20ml/kg) no ofrecio
mejoria en pacientes con SDRA [137, 138].

La posicion prona es otra estrategia que potencialmente puede disminuir el VILI en
pacientes. Tras dos estudios negativos en pacientes con SDRA [139, 140] mas
recientemente se ha demostrado que la pronaciébn se asocia a una mayor
supervivencia si se utiliza de forma precoz en pacientes con PaO,/Fi0,<150 [141-142].
Estos resultados concuerdan con estudios experimentales [143]. Este efecto protector
probablemente esta en relacion con una distribucion méas homogénea de la ventilacion
en pacientes pronados [144]

Otras estrategias ensayadas para modular el VILI son de tipo farmacoldgico,
incluyendo la modulacién de la permeabilidad microvascular usando bloqueantes de
canales de cationes activados en respuesta al estiramiento [145] o agonistas f3
adrenergicos [146], la administracion de inhibidores de fosfotirosina quinasa [147], o la
reduccion de la fosforilacién de la cadena ligera de miosina con la adrenomodulina
[148].

Ensayos que intervienen en la modulacién del desequilibrio entre mediadiores
inflamatorios/antiinflamatorios en el pulmén. De hecho la administracién de los
anticuerpos anti- TNFa y la inhibicién de la actividad de MIP-2 reduce la infiltracion de
neutrofilos y del dafio pulmonar [120, 149, 150]

Moduladores de las vias hormonales y metabdlicas usando inhibidores del sistema
renina angiotensina [151, 152]y el pretratamiento con estatinas (artorvastatina o
simvastatina) [153, 154] que disminuyen la permeabilidad alveolocapilar y la
inflamacién a nivel pulmonar en los modelos experimentales de VILI. Sin embargo
ninguna de las intervenciones ha resultado ser beneficiosa para la prevencion y
tratamiento de VILI en pacientes.

11. Bacterias intestinales y respuesta inmune

Intestino y sistemainmune

El tracto gastrointestinal constituye una fase de contacto y comunicacion entre el
individuo y el medio externo [155]. El aparato inmunoldgico intestinal defiende al
organismo de bacterias, virus parasitos y diversos antigenos. El tracto gastrointestinal
del humano tiene tejido linfoide en abundancia. Mas del 80% de las células que
producen inmunoglobulinas estan localizadas en la mucosa intestinal.
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La gran superficie de la mucosa (300-400 metros cuadrados, considerando la
superficie total con criptas y vellosidades desplegadas) est4 adaptada a las principales
funciones del intestino, que no solo incluyen los procesos bien conocidos que dan
lugar a la digestion de los alimentos y a la absorcién de los nutrientes, sino también
una serie de actividades cuyo objetivo es establecer un equilibrio adecuado con el
medio externo. Para ello, el sistema tiene que distinguir claramente entre patégenos o
patdgenos potenciales, y microbios comensales en simbiosis con el huésped. En el
primer caso, el organismo debe dotarse de elementos de defensa adecuados,
mientras que en el segundo caso, el huésped debe obtener beneficio de la simbiosis.
Las interacciones entre los microorganismos, el epitelio y los tejidos linfoides
intestinales son multiples, diversas en sus caracteristicas y continuas, de modo que
remodelan constantemente los mecanismos locales y sistémicos de la inmunidad
adaptandolos al ambiente microbiano [156].

La célula epitelial juega un papel importante en la logistica del sistema inmune. Su
posicibn en primera linea y en contacto con la luz intestinal es crucial para el
reconocimiento inicial de moléculas fordneas y o para la generacién de sefiales que se
transmiten a las células inmunocompetentes del tejido subyacente. La activacion de
los mecanismos de defensa depende en primer lugar del reconocimiento rapido a
través de receptores innatos o preformados que detectan componentes estructurales
conservados y comunes a bacterias o virus, pero ausentes en la célula eucariota. Esto
se realiza en el medio extracelular mediante los toll-like-receptor (TLR) de la
membrana y en el medio intracelular mediante las proteinas tipo NOD del citosol [157].
La activacion de estos sensores por invasion bacteriana genera inmediatamente
sefiales que convergen en la migracion de factores de transcripcion (NF-kappa B y
otros) al ndcleo celular donde activan la expresion de genes responsables de la
sintesis de proteinas pro-inflamatorias [158], basicamente citoquinas y enzimas
inducibles con capacidad para generar eicosanoides y 6xido nitrico. De este modo, las
células epiteliales comienzan a liberar mediadores inflamatorios con capacidad de
atraer y activar leucocitos, aumentar el flujo sanguineo, incrementar la permeabilidad
capilar, etc. Los enterocitos pueden expresar moléculas MHC de clase Il y de clase |
tipo no-clasico, de modo que en determinadas circunstancias también pueden actuar
como células presentadoras de antigenos: su funcion no se limita a la defensa innata
sino a que estas células también participan en el escaldn inicial de las respuestas del
sistema inmune adquirido (expansion de clones linfocitarios especificos y generacion
de anticuerpos) [158]

La mucosa del tracto intestinal tiene una alta proporcion de tejido linfoide que se
localiza en tres compartimentos diferenciales: estructuras organizadas (placas de
Peyer y foliculos linfoides), lamina propia y epitelio superficial [159]. Las estructuras
organizadas son lugares de induccién, mientras que la lamina propia y el
compartimento epitelial contienen células maduras y efectoras. Las estructuras
organizadas estan cubiertas por epitelio organizado (contiene células M, llamadas asi
por su morfologia caracteristica), que transporta microorganismos 0 estructuras
antigénicas desde la luz hasta el tejido linfoide subyacente. Por tanto, la induccién de
respuestas inmunes de tipo adquirido tiene lugar fundamentalmente en estas
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estructuras foliculares. Los antigenos procesados se presentan a linfocitos T en
estado “naive”, y se activa la expansién de los clones mas afines a | antigeno. La
expansion clonal de células T pueden dar lugar a linfocitos “helper” (células Th) de
distinto fenotipo: Thl, Th2 o T reguladoras (Th3, Trl o células CD4-CD25). Las células
T reguladoras desempefian un papel en la inmunotolerancia porque segregan
citoquinas reguladoras, de caracter antiinflamatorio (IL-10, TGF-B), en respuesta a
antigenos que se conocen como “comensales” y no patdgenos [160, 161]. Los
linfocitos T helper participan también en la seleccion y activacion clonal de células B
antigeno especificos para su diferenciacién en plasmocitos que segregan anticuerpos
especificos (predominantemente de tipo Ig A). Las células B y T primero migran a los
ganglios mesentéricos por vias linfaticas hasta que alcanzan la circulacién sanguinea
y se distribuyen por el organismo para terminar alojandose en areas efectoras, como
la lamina propia y el epitelio intestinal.

La inmunidad normal de la mucosa se basa en la secrecion de la Ig A producida por
los linfocitos B (plasmocitos) alojados en la lamina propia. Esta inmunoglobulina
neutraliza los antigenos en la luz , un procedimiento que se conoce como
inmunoexclusion o inmunoeliminacion [159]. Al repeler el material extrafio en la
superficie epitelial se evita la reaccion inflamatoria en el tejido. En condiciones
normales, la mucosa intestinal contiene muy pocos plasmocitos productores de IgG, y
hay muy pocas células T activadas. Este concepto de inmunotolerancia permite la
exposicion continua a una carga antigénica abrumadora (bacterias de la microbiota,
comida), sin que por ello se desencadenen reacciones inflamatorias que lesionarian el
tejido intestinal propio.

La interaccién con el mundo miucrobiano en la luz intestinal va poco a poco iniciando
todos los mecanismos inmunitarios adquiridos, entre ellos el estado de
inmunotolerancia activa mediado por células T reguladoras [160, 161]. Algunas
anomalias en el desarrollo del sistema inmune podrian deberse a defectos en la
interaccion de la microbiota con los compartimentos inmunocompetentes de la
mucosa. De acuerdo con la “hipotesis de la higiene”, en las sociedades
accidentalizadas la incidencia cada vez mayor de atopias (eczemas, asma, rinitis,
alergias) y enfermedades autoinmunes podria explicarse por una disminucién de la
carga microbiana en los primeros meses de vida. Hay evidencias que sugieren que la
exposicion a microorganismos no patégenos, incluyendo helmintos, transmitidos por
los alimentos y por via orofecal ejerce un impacto homeaostatico [161].

Citoguinas y mediadores de la inflamacion en el intestino

Las citoquinas desempefian un papel importante en la inmunidad intestinal (cuadro 2).
Las quimioquinas son citoquinas de bajo peso molecular que estimulan el movimiento
de los leucocitos y regulan su migracion desde la sangre a los tejidos. Lo conforman
las familias CXC y CC.

En la inflamacién la CXC tienen actividad quimioatrayente y quimiotactica sobre los
neutrofilos y las CC sobre los monocitos, los linfocitos y los eosinodfilos. Ambas familias
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son producidas por los leucocitos, y por varios tipos de células tisulares, tales como
las células endoteliales, células epiteliales y fibroblastos.

Las células de la superficie de la mucosa intestinal son consideradas sensores de la
infeccion bacteriana y proporcionan sefales tempranas para la iniciacion de la
respuesta inflamatoria de la mucosa [162], y tienen la capacidad de sintesis de
numerosas citoquinas (vide infra).

La flora intestinal interacciona con el enterocito en la respuesta inflamatoria. Por
ejemplo el butirato, un acido graso de cadena corta producto de la fermentacién de
carbohidratos no absorbidos , regula la expresién de MIP-2 en las células epiteliales.
In vivo se demostré que el LPS y las citoquinas proinflamatorias también promueven la
expresion de MIP-2, no observado en epitelio sano.

IL-8, una CXC, aumenta rapidamente en las células epiteliales de la superficie de la
mucosa intestinal ante una infeccion bacteriana, induce la migracién de leucocitos y
actlia en conjunto con las integrinas favoreciendo la adhesién celular. Es estimulada
principalmente por TNF-a y la IL-1para reclutar los leucocitos en los focos de la
inflamacion.

MCP-1, MIP-2, RANTES y eotaxina, representantes de la familia CC, también
participan en los procesos inflamatorios de la mucosa intestinal. El TNF-a es producido
por los fagocitos mononucleares y las células T , y es el mediador principal de la
respuesta inflamatoria aguda frente a la endotoxina bacteriana.

También es responsable de muchas de las complicaciones sistémicas de las
infecciones graves. El TNF-a puede estimular la sintesis de proteinas en la fase aguda
a nivel hepatico. Muchas actividades bioldgicas de esta citoquina pueden ser
incrementadas por IFN-y. Por lo tanto el TNF-a juega un papel importante en la
inflamacién de la mucosa.

IL-1 es producida en la mucosa intestinal por los fagocitos mononucleares, las células
dentriticas , los fibroblastos y las células endoteliales activadas. Actla sobre diferentes
tipos de células que participan en la respuesta inflamatoria [163]. Por ejemplo la IL-1
es un co-estimulador de las células T CD-4 y estimula a los fagocitos mononucleares y
al endotelio vascular para producir IL-6 e IL-8 [164]. También estimula la sintesis de
prostaglandinas y degrada enzimas como la colagenasa. Puede incrementar la
adhesion de macrofagos y neutréfilos a las células endoteliales. Sistematicamente |L-
1 provoca fiebre y estimula la sintesis de las proteinas de la fase aguda por los
hepatocitos.

II-6 es producida por los fagocitos mononucleares, los fibroblastos, las células T, las
células endoteliales vasculares y las células del epitelio intestinal [162, 165]. En la
inmunidad adaptativa la IL-6 estimula el crecimiento de los linfocitos B que se han
diferenciado en células productoras de anticuerpos. En la inmunidad innata, la IL-6,
estimula la sintesis de proteinas de fase aguda de los hepatocitos. La IL-1 y TNF-a
pueden estimular a las células para que secreten la IL-6.
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Las citoquinas IL-17 y IL-22 inducen un fortalecimiento de la barrera epitelial en
situaciones de inflamacién aguda [166] El activador prototipico de la IL-6 es STAT. IL-
22 ejerce su efecto proliferativo por sefializacion a través de STAT3. Grivennikov y
cols [167], han encontrado que la activacién persistente de STAT 3 por IL-6 no
promueve Unicamente la proliferacion celular sino también protege a las células
premalignas de apoptosis en la colitis asociada al cancer.

Estos autores también observan que la induccion de IL-6 es dependiente de NF-kB y
podria ser inhibida por anticuerpos anti-TNF-a. Por lo tanto, es probable que la
inflamacién de larga duracién con niveles crdnicos de elevacién de citoquinas,
transformadas a células cancerosas en formacion, pueden permanecer en un “nicho
de proteccion “ en el cual se evade la vigilancia inmune normal.

Figura 5.
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Las citoquinas inflamatorias regulan la homeostasis de las células epiteliales intestinales
durante la inflamacion. Las brechas de la barrera endotelial causa translocacién bacterianaal
compartimento tisular subepitelial, y posteriaomente una respuesta inmune pronunciada. Las
citoquinas inflamatorias secretadas por todas las células implicadas en la presentacion del
antigeno actian modulando la respuesta inmune en el epitelio promoviendo o inhibiendo la
proliferacion (marrén) y apoptosis (verde). Las vias dee sefializacion que se activan por las
principales citoquinas inflamatorias se describen en la derecha. Abreviaturas: IFN, interferén.
IKK, inhibidor de kB kinasa. IL, interleuquina. Jak, Janus kinasa. MAPKK, mitégeno activado
por la proteina kinasa kinasa. PI3K, fosfatidilinositol 3-kinasa; TNF, factor de necrosis tumoral.
TGF; Factor de crecimiento transformante.
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Esquema de las principales vias de sefializacion involucradas en la iniciacion y resolucion de la
inflamacion.

a.- Las sefiales extracelulares (citoquinas, quimioquinas y productos bacterianos) son
reconocidos por los receptores de la membrana epitelial celular que activan distintos
mediadores de sefalizacion. Este proceso conduce a la activacion y reclutamiento de factores
de transcricidon que regulan la transcripcion génica en respuesta a estimulos extrinsecos.

b.- Se ha demostrado de que las vias de sefializacién no son lineares y estaticas, sino mas
bien estar interconectadas en varios puntos entre la membrana celular y el nicleo. Las
interferencias que se han reportado en las células epiteliales se indican mediante lineas
continuas, y los informes adicionales de otros tipos de células se indican mediante células
discontinuas.Abreviaturas: GSK, glicdgeno sintasa kinasa. IKK, inhibidor de kB (IkB) kinasa;

Jak, Janus kinasa. JNK, c-Jun N-terminal kinasa. NF-kB, factor nuclear kB. Stat , transductor
de sefial y activador de la transcripcion.
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Tabla 3. Citoquinas que regulan la homeostasis y su funcion en las células epiteliales
intestinales en mamiferos

Citoquinas

IL-1B

IL-2

IL-4

IL-6

IL-8

IL-10

IL-11

IL-13
IL-15
IL-17
IL-18

IL-22

IL-26

IL-31

IFN- y

INF- A

TNF-a

Fuente
primaria

Neutréfilos, MO

IEL
IEL

IEL, M@

EC

EC, MO

Células del
estroma
CD4+ Células T

M6, DC
IEL
EC

CD4+ Células T,
DC,
NK

Th17 células T

IEL

CD8+, Células T,
NK

DC

mMe

Efectos sobre las células epiteliales
intestinales

Proliferacion 1, funcién de barrera |;induce

IL-8
Proliferacién?,migracion?

Proliferacién?, funcién de la barrera|,
transmigracion de neutrdfilos |,induce
receptores poliméricos Ig

Proliferaciont, apoptosis|, diferenciacion|,

transformacion maligna

Migraciont

Suprime citoquinas pro-inflamatorias;
induce factor de crecimiento nervioso

Proliferaciéon?|?, apoptosis|

apoptosist, migracién], funcién de barrera|
Proliferacién?, apoptosis|1?
Proliferacién|, funcion de barrerat

Induce IL-8

Proliferacién?, migraciént, induce citoquinas
pro-inflamatorias

Proliferacién|, induce citoquinas pro-
inflamatorias
Proliferacién|, migraciént; induce IL-8

Proliferacién|, apoptosis?, diferenciacion],
funcion de barrera|, induce varias citoquinas
diferentes, MHC clase Il

Proliferacién|, induce IL-8

Proliferacion|, apoptosist, funcién de
barrera, muestreo antigenost

Patrén de
sefializacion

NF-k B

Jak/Stat, Akt, MAPK

Jak/Stat, Akt, MAPK

Jak/Stat, NF- kB,
MAPK

MAPK, PI3K

Jak/Stat, Akt, MAPK

Jak/Stat, MAPK

Jak/Stat
Jak/Stat

NF- kB, MAPK
MAPK

Jak/Stat

Jak/Stat, Akt, MAPK

Jak/Stat, Akt, MAPK

Jak/Stat, Akt

Jak/Stat

NF- kB, MAPK

Abreviaturas: CD: Células dendriticas; EC: Células epiteliales;|El: linfocitos intra-epiteliales; IFN:
Interferon;lg: Inmonuglobulinas; IL: Interleuquinas; Jak:Janus quinasa;MAPK: protein quinasa mitogen-
activada; MHC: complejo de mayor histocompatibilidad; M0: Macrofagos; NF-kB:factor nuclear kB; NK:
células asesinas naturales; PI3K: fosfatidininositol 3- quinasa; Stat: transductor de activacion y activador
de transcripcion; TNF: factor de necrosis tumoral. Citoquinas en color negro: las estudiadas.
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Inmunologiay ecologia intestinal

El tubo disgestivo se encuentra libre de bacterias en el momento del nacimiento. Los
animales criados en un ambiente libre de gérmenes no tienen microorganismos en la
luz intestinal. Por lo tanto la flora entérica proviene exclusivamente del medio
ambiente. Se sabe que las bacterias entéricascolonizan al recién nacido en direccion
oral-anal [168]. En los humanos y en una amplia variedad de especies animales los
coliformes y los estreptococos pueblan el tubo digestivo en pocas horas después del
nacimiento. Veinticuatro horas mas tarde, los lactobacilos anaerobios y enterococos se
establecen y aumentan en niamero, mientras el nimero de coliformes disminuye entre
los 10 y 21 dias. Aproximadamente entre la tercera y la cuarta semana se establece
las caracteristicas de la flora bacteriana del individuo. La tabla 4 indica los tipos y
cantidad de los microorganismos que normalmente colonizan los segmentos del tubo
digestivo en una amplia variedad de especies animales, as6 como el pH en el lumen
intestinaly el correspondiente potencial redox.

Tabla 4. Poblacion de flora bacteriana en humanos.

Estobmago Yeyuno lleon Ciego
Total de bacterias 0-3 0-4 5-8 10-12
Aerobios y anaerobios facultativos 0-3 0-4 2-5 2-9
Anaerobios 0 0 3-7 9-12
Potencial redox (milivoltios) +150 -50 -150 -200
Ph 3.0 6.0-7.0 7.5 6.8-7.3

Datos de las referencias [169-171]
*Log 10 de | nimero de organismos viables por gramo

El estbmago y el intestino delgado normalmente contienen un namero relativamente
pequefio de bacterias. En cultivos yeyunales no se consigue identificar el crecimiento
bacteriano en aproximadamente un tercio de voluntarios sanos. Si hay
microorganismos presentes son los lactobacilos y los enterococos, aerobios gram-
positivos, o anaerobios facultativos sobre los 10* organismos viables por gramo de
contenido yeyunal. Los coliformes pueden estar transitoriamente presentes en el
yeyuno de individuos sanos pero raramente superan los 10° organismos por gramo y
probablemente representan los contaminantes ingeridos en su trayecto hacia el colon.
Los organismos anaerobios bacteroides no se encuentran en el intestino delgado
proximal de huéspedes sanos.

En el intestino delgado el pH se mantiene por encima de 7 y el potencial redox se
vuelve fuertemente negativo. El lleon es una zona de transicion entre la flora aerobia
(estbmago e intestino proximal) y la flora anaerobia (colon). Las concentraciones de
microorganismos en el ileon aumentan a niveles de 10°- 10° por gramo de contenido.
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Las enterobacterias, incluyendo los coliformes, se producen transitoriamente y en
pequefias cantidades en el intestino proximal, pero se encuentran en abundancia en el
ileon. En el yeyuno normalmente no pueden sobrevivir los anaerobios estrictos (a
diferencia del ileon).

Al cruzar la vélvula ileocecal hay un cambio de caracteristicas y cantidad de flora
bacteriana. El nimero total aumenta hasta 10°-10'* de microorganismos por gramo de
contenido en el colon.

La flora microbiana que predomina a lo largo del intestino no son anaerobios estrictos
como bacteroides, lactobacilos anaerobios y clostridios. Estos microorganismos son
dificiles de cultivar y en la luz del colon superan a las bacterias aerobias facultativas
en una proporciéon de 10000:1.

La flora del colon es muy compleja, encontrandose hasta 400 especies en un solo
individuo [172]. Cuando se extirpa la valvula ileocecal, las bacterias de las porciones
distales del ileon se asemejan a la poblacion del ciego.

Los animales libres de gérmenes (axénico) presentan diferencias considerables en el
tubo digestivo con respecto a los criados de forma convencional. Por ejemplo tienen
las vellocidades de la mucosa intestinal mas delgada, de aspecto mas regular y las
criptas menos profundas que las de forma convencional [171, 173, 174]. Cuando un
animal exénico se contamina con tan so6lo una bacteria, la mucosa intestinal cambia
rapidamente, aparenta un estado de “inflamacion fisiol6gica” observado en los
animales criados convencionalmente. En los animales axénicos el transito intestinal es
mas lento y parece aumentar las peptidasas y disacaridasas en las microvellocidades.
Este cambio puede implicar un aumento en la absorcion de nutrientes [168]. Cuando
se induce una disminucion de la poblacién bacteriana intestinal, los animales
absorben mas xilosa, aminoacidos y calcio de manera mas eficaz.

Las enterobacterias hidrolizan el colesterol mediante el colesterol deshidrogenasa. La
capacidad de metabolizar el colesterol y las sales biliares se incrementa en las
enterobacterioas de los pacientes que consumen una dieta rica en colesterol y los que
padecen cancer de colon [175, 176]

Los microorganismos intestinales hidrolizan los acidos biliares conjugados secretados
por el higado a través de la 7-hidroxilasa, que elimina el grupo hidroxil de la posicion 7
de los acidos biliares. También convierten el célico en desoxicélico y el acido
guenodesoxicolico a &cido litocolico. Durante este proceso se generan metabolitos
toxicos como el litocolato.

Las bacterias intestinales también alteran otros esteroles biol6gicamente activos tales
como los androgenos y los estrogenos. La B-glucoronidasa y la sulfatasa bacteriana
hidrolizan las formas conjugadas de estas hormonas secretadas en la bilis para que se
reabsorban a nivel intestinal y su consiguiente circulacién enterohepatica, reduciendo
asi sus niveles en plasma y orina [177].

Las enterobacterias metabolizan rapidamente los lipidos, las proteinas y los hidratos
de carbono en el intestino (tabla 5). Hidrolizan a los glicéridos y sintetizan compuestos
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lipidicos a partir de acetato. También sintetizan acidos grasos ramificados e
hidroxilados a partir de &cidos grasos procedentes de la dieta. Los &cidos grasos
hidroxilados son los responsables de la diarrea en algunos pacientes acompafiadas
con una mala absorcion de grasas. Ademas degradan las proteinas y la urea para
producir amoniaco.

Las disacaridasas bacterianas propias del colon fermetan los azicares no absorbibles
procedentes de la dieta para formar &cido acético, el propionico y el butirico. Estos
productos son absorbibles a través de la mucosa intestinal del colon por difusion
pasiva, de esta manera las bacterias cooperan disminuyendo el gasto energético.

Los acidos grasos de cadena corta son importantes para mantener la integridad de la
mucosa del colon. Los antibidticos inducen diarrea también pueden alterar procesos
de fermentacién que impiden que se formen acidos grasos de cadena corta y dan
lugar a un incremento de la osmolalidad intraluminal.

Tabla 5
SUBSTRATO PRODUCTOS IMPORTANCIA DEL HUESPED
Trigliceridos Acidos grasos y acidos grasos Diarrea
hidroxilados
Proteinas Amonio y aminas Encefalopatia metabdlica
Proteinas Amonio y aminas Encefalopatia metabdlica
Carbohidratos | Acidos 6rganicos Absorcion coldnica conserva calorias
Diarrea osmatica
Hidrégeno, CO, Prueba del malaliento y malaabsorcién
Metano Provocar una explosion durante la
colonoscopia
D-Lactato Alteracion de la funcion cerebral
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12. Flora intestinal e infecciones

Se considera que el cuerpo humano contiene aproximadamente 10* células y alberga
de 10** a 10" microorganismos individuales. La flora normal del intestino contiene mas
de 400 especies de anaerobios en una concentracion total de 10'* a 10*? unidades
formadoras de colonia (ucf) por gramo de heces. La flora anaerobia sumando los
bacilos Gram-negativos (BGN) y los cocos Gram-positivos (CGP) es inferior a 10°
ucf/g de heces y la contracién media de hongos es inferior a 10° ufc/g. Escherichia coli
es el BNG predominante y, entre CGP, el enterococo es el mas prevalente. Aunque
menos de 0,1% de la flora normal estd constituida por aerobios, la mayoria de las
infecciones esddgenas son causadas por esta flora aerobia.

La flora intestinal humana es muy dinamica y refleja los cambios inducidos por el
ambiente, los tratamientos médicos y las caracteristicas del huésped y del
microorganismo. Los agentes antimicrobianos pueden modificar la flora microbiana del
tracto digestivo cuando son absorbidos parcialmente tras la administracion oral o
cuando son excretados en la saliva, bilis, o moco. La actividad residual de muchos
antimicrobianos es suficiente para interferir el balance ecoldgico de la flora intestinal.
Esto puede resultar en una colonizacidn por microorganismos exégenos
potencialmente patégenos (MPP) en detrimento de la flora endégena previamente
existente y en la aparicién de la flora multirresistente secundaria al uso abusivo de
antibidticos parenterales. Estos MPP son microorganismos aerobios y anaerobios que
pueden ser parte de la flora normal de muchas personas sin causar signos clinicos de
infeccion.

Existen muchos experimentos realizados en voluntarios sanos que demuestran los
cambios de la flora intestinal tras la administracion de antimicrobianos, asi por ejemplo
la administracion de cefotaxima y clindamicina produce una elevacion de las
concentraciones fecales de enterococos y hongos. En diversos estudios se observo
que cultivos de vigilancia realizados a los pacientes tras el ingreso en la UCI
mostraban cambios en la flora a lo largo del tiempo. Si al ingreso la prevalencia de los
Gram-negativos orofaringeos era de 23%, a los 10 dias ya era del 80%. En heces la
prevalencia de los Gram-negativos diferentes de E-coli fue del 20%, y alcanzé el d79%
en 15 dias.

Posteriormente se observdo que en el 76% de las infecciones desarrolladas se
encontraba el mismo microorganismo previamenteen los cultivos de vigilancia.
Ademas de la grvedad de la enfermedad subyacente, la administracion parenteral de
antibiéticos es el principal mecanismo que favorece al cambio de la flora del paciente
por la flora nosocomial.

Si la resistencia contra la infeccion esta disminuida (como en los pacientes con
neutropenia), o si alcanzan un numero elevado (por efecto de los antimicrobianos
sobre otros microorganismos), pueden desarrollarse la infeccion. En este concepto
llamado resistencia a la colonizacion estd basada la DDS: la flora intestinal anaerobia
tiene un efecto protector contra la colonizacion por BGN (aerobios). Si esta flora
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anaerobia se elimina aumenta la colonizacién por BGN con el consiguiente riesgo de
infeccion, especialmente en pacientes criticos. El objetivo de la DDS es eliminar esa
flora de BNG y hongos del tracto digestivo sin influir en la flora anaerobia, asi como
impedir la aspiracion de la flora multiurresistente.

13. Descontaminacion digestiva selectiva

La infeccién en la unidad de cuidados intensivos (UCI) es debida a tres tipos diferentes
de mecanismos debidos a una gamma limitada de microorganismos potencialmente
patogenos (MMP) (seis “normales” y siete “anémalos”) y requiere diferentes maniobras
profilacticas.

Las infecciones pueden ser (i) enddgenas o exdgenas, dependiendo de que el
microorganismo causante sea portado por el paciente o no sea portado por el paciente
(sino transmitidida por un agente externo, por ejemplo, por el personal sanitario); (ii)
primarias o0 secundarias, dependiendo de que el paciente sea portador de
microorganismo causante en el momento del ingreso (primaria) o sea adquirido
posteriormente (secundaria).

Las infecciones exdgenas pueden controlarse s6lo mediante medidas de higiene. Las
infecciones endogenas primarias se controlan mediante la administracion de
antibidticos por via parenteral. Las infecciones enddgenas secundarias se controlan
mediante la aplicacién de farmacos antimicrobianos por via entérica en la orofaringe y
en el intestino (Tabla 1).

La DDS es una intervencion terapéutica que consiste en la administracion de un
antibidtico por via i.v. desde el momento del ingreso durante 3 dias 8con el fin de
prevenir las infecciones enddégenas primarias), y de antibiéticos no absorbibles por via
enteral (con el fin de prevenir las infecciones endégenassecundarias).

Los antibiéticos no absorbibles se administran en forma de una pasta de aplicacién
orofaringea, y de in liquido de administracion enteral (a través de la sonda
nasogastrica).

La composicion antibidtica estd destinada a la eliminacion de bacterias Gram-
negativas potencialmente patdégenas y de hongos (por ejemplo, polimixina, tobramicina
y floconazol o anfotericina). El objetivo del tratamiento es la prevencion de infecciones
(end6genas) y de la mortalidad asociada a esas infecciones.
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Tabla 6. Control de infeccion nosocomial

Infeccién MPP Tiempo de Frecuencia Maniobra
administracion
Enddgena primaria 6 «normales» <lsemana 55% Antimicrobianos
parenterales
Endégena 9 >1 semana 30% Antimicrobianos
secundaria «anémalos» enterales
Exbgena 9andémalos»  Cualquier momento 15% Higiene
durante el tratamiento
en la UCI
Control de profilaxis de eficacia/seguridad Cultivos de
vigilancia de

orofaringeo/recto

MPP: microorganismos potencialmente patégenos

Enddg. Prim.: infeccion endbgena primaria

Enddg. Sec.: Infeccion enddgena secundaria

Los 6 MMP “normales” son Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrhalis, Candida albicans, Staphylococcusbaureus y Escherichia coli
Los 9 MPP “andmalos” son Klebsiella, Proteus, Morganella, Enterobacter, Citrobacter,
Serratia, Acitenobacter, especies de Pseudomonas y Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (SARM)

Eficacia de la DDS

La hipotesis planteada mas arriba sobre el papel de la flora intestinal en las
infecciones desarrolladas en la UCI (infecciones enddgenas secundarias) y el efecto
potencial de la DDS sobre esas infecciones ha sido probada en numerosos estudios
clinicos.

Existe 57 estudios aleatorizados controlados y diez meta andlisis en los que se ha
evaluado la eficacia de la DDS.

Se ha demostrado que la DDS reduce la tasa de neumonias y de bacteriemias en
enfermos criticos en general.

Asimismo, un meta- analisis ha demostrado que la DDS reduce significativamente la
colonizacién y la infeccion debidas a bacilos aerobios gram-Inegativos y levaduras,
mientras que la reduccion de la colonizacidon debida a bacterias grampositivas no se
significativa. Las infecciones por microorganismos Gram-positivos de las vias
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respiratorias inferiores también se redujeron significativamente. El meta andlisis mas
reciente sobre mortalidad, en el que se incluyé a 4755 pacientes de 22 RCT,
demuestra que la DDS reduce la mortalidad de forma significativa.

Se ha planteado la objeciéon de que la administracion de DDS puede, al exponer a las
bacterias intestinales a una elevada concentracion de antibiéticos, aumentar la
resistencia bacteriana de bacterias Gram-positivas intestin ales. Los meta-analisis
citados han demostrado que el tratamiento con DDS no aumenta el problema de
resistencia antimicrobiana sino que, mas bien, resuelve el proble de resistencia a
antibidticos. En dos ensayos clinicos se evallo el impacto del tratamiento con DDS
sobre la resistencia antimicrobiana de BGN. El ensayo clinico mas largo hasta la fecha
incluyé a 1000 pacientes y demostré que la colonizacion por BGN resistentes a
imipenem, ceftazidima, ciprofloxacina, tobramicina y polimixina tenia lugar en el 16%
de los pacientes que recibieron farmacos antimicrobianos parenterales y enterales, en
comparacion con el 26% de los pacientes control que recibieron solo antibidticos por
via oral con un RR de 0,6 (IC del 95% 0,5-0,8). Esto coincide con un EAC previo que
mostraba coomo la adicidn de antimicrobianos enterales a los parenterales controlaba
la colonizacion y las infecciones debidas a Klebsiella productora de betalactamasa de
expectro extendido (BLE).

Ali y cols evaluaron por méas de dos afos el resultado de la administracién continuada
de la DDS en pacientes intubados =272 horas. Se recogieron muestras microbiolégicas,
clinicas y de vigilancia. El 25% de los pacientes estudiados desarrollé colonizacion por
uno 0 mas organismos resistentes durante el tiempo de estudio, tardando un promedio
de 10 dias en producirse la colonizacién desde el ingreso. El microorganismo mas
frecuente colonizador fue la Pseudomonas, que representa la causa primaria de
infecciones adquiridas en la UCI con el uso de la DDS, sin apreciarse el aumento de
tros microorganismos.

La mayoria de los pacientes que necesitan tratamiento prolongado en la UCI
presentan un sobrecimiento bacteriano intestinal, definido como la presencia de >105
MPP por ml de saliva o heces. El sobrecrecimiento en el intestino se asocia con un
aumento de la mutacion espontanea, lo que induce la policlonalidad y resistencia
antimicrobiana. Los farmacos antimicrobianos parenterales, a diferencia de los
enterales, generalmente no son capaces de erradicar el estado de colonizacién
andmalo en condiciones de sobrecrecimiento, incluso de mutantes resistentes.

La DDS ha sido utilizada en dos UCI americanas con endemia de enterococo
vancomicina resistente (EVR) [178, 179]. El estado del poratdor y el niumero de
infecciones fueron bajos y similares en el grupo con DDS y el grupo control. El
régimen clasico de DDS, sin vancomicina enteral, no esta disefiado para el control de
Staphylococcus aureus meticilin resistente (SAMR). Existe siete ensayos clinicos
randomizados (ECR) en UCI con endemia para SAMR en el momento del ensayo
clinico, que refiere una tendencia a un mayor numero de infecciones por SAMR en los
pacientes que recibieron la DDS [180, 181]. Para el control del SAMR en UCI con
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endemia es preciso afiadir vancomicina enteral a la DDS [182]. No ha habido
emergencia de EVR en ninguno de los ECR que han usado vancomicina enteral, lo
que promueve la aparicion de EVR en el tracto gastrointestinal [183, 184]. La
resistencia a antimicrobianos, una cuestién clave, ha sido evaluada en 8 estudios que
monitorizaron la resistencia a antibioticos entre dos y siete afios [185- 189], y la
asociacion entre la resistencia bacteriana y empleo de DDS no ha sido un problema
clinico.

Los datos mas recientes que muestran un beneficio de la DDS sobre la mortalidad, sin
aparicion de resistencia a antimicrobianos en pacientes de UCI no seleccionados,
tienen un nivel de evidencia | (ECR con resultados certeros y baja posibilidad de falsos
positivos o falsos negativos) y un grado de recomendacién A (al menos dos ensayos
clinicos con nivel de evidencia 1). La tabla muestra las cinco maniobras médicas
basadas en la evidencia que ofrecen un beneficio en la supervivencia en los pacientes
de cuidados intensivos. Sélo la DDS es soportada por al menos dos investigaciones
de nivel | [190, 191] son soportadas por sélo un ensayo clinico, por tanto, una
recomendacién grado B (un solo ensayop clinico con nivel de evidencia ). Ademas,
hay que afiadir que la DDS puede administrarse a cualquier paciente con riesgo de
infeccién, mientras que las otras cuatro maniobras sélo pueden utilizarse en grupos
especificos de pacientes de cuidados intensivos. Finalmente la DDS reduce la
resistencia a antimicrobianos de los BGNA, mientras que la ventilacidbn mecéanica con
volimen tidal bajo, la proteina C inactivada, el tratamiento intensivo con insulina y los
corticoides no pueden tener ningun efecto sobre este importante problema.

Tabla 7. Control de la infeccién nosocomial

Intervencion Riesgo relativo (IC Red. Mort. Ab (%) N°necesario para Grado de
del 95%) (IC del 95%) tratar recomendacion

Volumen corriente  0,78(0,65 a 0,93) 8,8(2,4 a 15,3) 11 B
bajo

Proteina C activada 0,80(0,69 a 0,94) 6,1(1,9 a 10,4) 16 B
Insulina intensiva 0,44(0,36 a 0,81) 3.71,3a6,1) 27 B
Esteroides 0,90(0,74 a 1,09) 6,4(-4,8 a 17,6) 16 B
DDS 0,65(0,49 a 0,85) 8,1(3,1 a 13,0) 12 A

IC 95%: intervalo de confianza al 95%
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14. Relacidon entre el dano del epitelio intestinal y
el dafio a nivel sistémico

Como hemos comentado anteriormente, el intestino es un reservorio de bacterias o
endotoxinas que pueden desencadenar una infeccion y disfuncion multiorganica.
Existe amplia evidencia de que las bacterias intestinales pueden escapar del intestino
por el sistema portal y llegar a la circulacion sistémica. Por tanto, el dafio de la mucosa
intestinal ocasiona una alteracion a nivel sistémico.

La propuesta sobre los efectos del tratamiento con DDS para atenuar la respuesta
inflamatoria tras un insulto se basa en parte en este concepto.

El intestino tiene una capa hidrofébica adherida al epitelio intestinal [192, 193] que (i)
limita el contacto de enzimas digestivas hidrofilicas y el epitelio de la vellocidades; v (ii)
acttia como barrera a la invasion bacteriana [194].

Diferentes estudios han demostrado el pael de la flora intestinal en el desarrollo de la
respuesta inflamatoria tras diferentes insultos (shock, quemaduras), es decir, un
efecto atenuador de la respuesta inflamatoria asociado el tratamiento con DDS.

Deitch cols [195] demostraron que en ratas sanas sometidas a un dafio térmico se
producia una translocacion bacteriana por alteracion de la mucosa gastrointestinal y
desarrollo de cambios a nivel sistémico.

Yao y cols [196] demostraron (i) el papel del intestino en la patogénesis de la sepsis
por translocacion de endotoxinas; (ii) el papel de la DDS en la mortalidad de rata con
guemaduras. En ratas quemadas que recibieron DDS la incidencia de translocacion
bacteriana a los ganglios linfaticos y viceversa fue menor asi como los niveles de
endotoxina en el tracto digestivo. La actividad diaminooxidasa intestinal, que se habia
visto elevada al inicio del insulto, volvia a niveles basales al quinto dia en ratas
descontaminadas pero no en los controles. Este cambio se asociaba a una mortalidad
menor en las ratas tratadas con DDS. En un segundo estudio [197] estos autores
demostraron que la translocacién bacteriana intestinal estaba involucrada en una
alteracion de la respuesta celular inmune, como consecuencia de un dafio térmico, y
gue el tratamiento con DDS podria atenuar esta inmunosupresion.

Las ratas quemadas presentaban una disminucién en los niveles de células T,un
aumento de la IL-2 y una alteracion del cociente de las células T-helper (CD4+ y
CD8+). La DDS evitaria la disminucion de las células T, un aumento de la IL-2, sin
afectar el cociente CD4+/CD8+.

En la misma linea Horton y cols. [198] observaron que el tratamiento con DDS atenta
la respuesta inflamatoria en ratas quemadas. Los animales que sufrian una
guemadura al 40% de la superficie corporal activaban una via de sefializacion
inflamatoria (PKC® P38 MAPK/NF-kB), con la consiguiente liberaciéon de citoquinas
(TNF-q, IL-1B, IL-6 y IL-10), aumento de la expresion de PKC? /P38 MAPK en el
miocardio, translocacion nuclear de NF-Kb, y finalmente disfuncion miocardica. El
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tratamiento con DDS atenudé esta cascada de acontecimientos. Estos hallazgos
condujeron a la hipétesis de que la guemadura sirve de desencadenante para que se
produzca una pérdida de la funcion de la barrera gastrointestinal y la translocacion de
productos bacterianos, lo que finalmente lleva a la activacion de la sefial inflamatoria y
la disfuncion- En otro estudio, Horton y cols [199] puso de manifiesto que el
tratamiento con DDS atenua la respuesta inflamatoria en ratas quemadas que sufrian
sepsis y previene la bacteriemia  (modelo de sepsis inducida mediante la
administracién de S. pneumoniae por via intratraqueal).

Igualmente, Chen y cols [200] combrobé en ratas quemadas que la utilizacion de
antibiéticos de amplio espectro ocasionaba la desaparicion de la flora comensal y una
disminucion de la expresion de TNF-a y TLR-4. Esto vendria a confirmar el papel de la
flora comensal en el mantenimiento de la inmunidad innata en el intestino a través de
la sefial de TLR-4.

En el estudio de Deitch y cols [201, 202] se demostr6 en ratas que el shock
hemorragico seguido de la reinfusion de sangre promueve la translocacion de
bacterias desde el intestino a los érganos viscerales (ganglios linfaticos meséntericos,
higado y bazo). Estas determinaciones se hicieron 24 horas después de que las ratas
hallan sido sometidas a un shock hemorragico durante 30 minutos (durante dicho
tiempo las ratas se mantuvieron co 30 mmHg de presion arterial). El shock
hemorragico lesiond la mucosa intestinal y causé edema subepitelial y necrosis en
algunas areas. Las ratas tratadas con alopurinol, un inhibidor competitivo de la xantina
oxidasa, redujo la incidencia de la translocacion bacteriana. Del mismo modo hubo
menor translocacidn bacteriana en las ratas alimentadas con suplemento de tungsteno
y molibdeno, ambos inhibidores de la xantina oxidasa. El dafio histolégico causado por
el shock hemorragico fue impedido por el bloqueo de la actividad de la xantina
oxidasa. Esto parece indicar que la translocacion bacteriana desde el intestino parece
estar mediada por los oxidantes generados por la activacion del sistema de xantina
oxidasa. Esto fue confirmado por Kahlke y cols [203] en ratas sometidas a shock
hemorrdgico la descontaminacion digestiva selectiva reducia la translocacion
bacteriana. Sin embargo en las ratas sham el tratamiento con DDS se asocié con un
aumento de citoquinas a nivel sistémico, concluyendo que el tratamiento con DDS
puede tener un efecto beneficioso en el shock y nocivo en condiciones control (sin
shock).

El papel de las bacterias intestinales en la respuesta inflamatoria ha sido también
documentado en modelos de isquemia- reperfusion, en los que se ha demostrado la
relacion entre la pérdida de la integridad de la barrera epitelial de la mucosa con la
aparicion del SRIS y disfuncion multiorgéanica [204].

Los resultados de los estudios anteriormente expuestos han conducido al
planteamiento de la llamada hipétesis intestinal del fracaso multiorganico, que
propone que la pérdida de la funcion de la barrera intestinal tras un insulto (e.g; shock,
isquemia-reperfusion) se asocia con la entrada de bacterias y sus productos en la
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circulacion, originando sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, SDRA vy
disfuncion multiorgénica.

15. Bacterias intestinales y enfermedad pulmonar

Existen estudios que ponen en manifiesto la relacion del dafio pulmonar secundario al
dafo a nivel intestinal.

Varios estudios [205, 206] evaluaron las posibles consecuencias sistémicas inducidas
por el dafio intestinal mediante la cuantificacion de la actividad biol6gica de los
ganglios meséntericos ya que la activacion biologica de los mismos conduce al dafio
pulmonar inducido por el intestino.

La N-acetilcisteina en un intestino sano induce un aumento de la permeabilidad
intestinal, conlleva a la pérdida de la hidrofobicidad de la mucosa, un descenso en el
grosor de la mucosa asi como la evidencia morfologica de dafio en las vellocidades
[205]. Este dafio se exacerba mas cuando se combina la accion de la N-acetilcisteina
con las proteasas pancredticas intestinales.

Sharpe y cols [205] disefiaron un estudio con cinco grupos de ratas: un grupo donde
no hacen ninguna intervencion y al resto de los grupos donde se les liga el segmento
distal del ileon y se les rellena bien con suero salino, bien con proteasas pancreaticas ,
bien con N-acetilcisteina y por ultimo otro gruponque se rellena el segmento del ileon
con N- acetilcisteina y proteasas.

Pero el dafio local del intestino por si sélo no parece ser suficiente para inducir dafio a
distancia, ya que en este estudio no se ve que haya un aumento de la permeabilidad
pulmonar ni una activacion de los ganglios mesentéricos.

Hay pruebas que implican a | TLR-4 en la patogénesis del DPA en un modelo murino
de isquemia/reperfusion intestinal.

Ben y cols [206] estudiaron la relacion entre el dafio intestinal y la aparicion de dafio
pulmonar e inflamacién en ratones mutantes para TLR-4 (C3H/HeJ) y ratones wild
type para TLR-4 (C3H/HeJ), sometidos a 40 minutos de isquemia intestinal mediante
clampaje de la arteria mesentérica superior, y posterior reperfusion durante 6 hora.

Después de la isquemia-reperfusion intestinal, los pulmones de los ratones mutantes
presentaban un dafio histologico significativamente menor, una marcada reduccion de
la apoptosis epitelial, una menor activacion de la caspasa, un incremento del cociente
Bvl-xL/Bax, asi como una gran disminucion de la permeabilidad vascular pulmonar y
de la actividad de las mieloperoxidasas en comparacion con el grupo de ratones wild

type.
Los ratones mutantes de TLR-4 tenian también una disminucion importante de la
expresion de TNF-q, IL-6, MCP-1. MIP-2. Asimismo la fosforilacion de p38 MAPK y la

activacion de NFk-B y AP-1 se encontraban inhibidos en el tejido pulmonar de los
ratones TLR4 mutantes.
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Asi, pues, TLR-4 y la via de sefalizacion de MAPK p38 y NF-kB podrian estar
involucradas en las vias de sefalizacion que median la inflamaciéon pulmonar tras la
isquemia/ reperfusion intestinal.

Otros estudios en diferentes modelos afiaden evidencia indirecta sobre la relacion
entre la inflamacion a nivel pulmonar e intestinal. Por ejemplo se ha podido detectar un
aumento de la concentracion de LPS y TNF-a en el BAL de pacientes con el sindrome
de neumonia idiopatica (la mayor complicacion del transplante halogénico de médula
6sea). Con el fin de investigar el eje intestino-pulmon en esta condicion, se estudié un
modelo animal de transplante de médula, Los donantes provenian de cepas de
ratones con diferente sensibilidad a LPS.

El receptor fue irradiado y recibié un transplante de médula 6sea de un donante LPS
sensible o resistente; cinco semanas después del transplante el grupo resistente a
LPS mostré una disminucion significativa del dafio pulmonar comparado con el grupo
sensible a LPS [207]. Este efecto se asociaba con una disminucion de la secrecion de
TNF-q, tanto in in vitro como in vivo, de los niveles de LPS en el BAL y del dafio
intestinal, de la concentracion de LPS en BAL y de la disfuncién pulmonar.

Por consiguiente la resistencia del donante a LPS disminuye el sindrome de neumonia
idiopatica en este modelo, al disminuir la translocacién de LPS a través de la barrera
intestinal y disminuir la produccion pulmonar y sistémica de TNF-a.

16. Bacterias intestinales y VILI

La relacion entre la presencia de bacterias intestinales y el desarrollo de una
respuesta inflamatoria pulmonar ante ciertos estimulos (e.g; el biotrauma en el
contexto de VILI) no ha sido estudiada en profundidad hasta el momento presente.
Guery y cols [150] describi6 en un modelo de rata con VILI un aumento de la
permeabilidad intestinal acompafiado de un aumento de la concentracion sérica de
TNF-a mediante la administracion de anticuerpos anti-TNF-a se acompafié de un
menor aumento de la permeabilidad a nivel intestinal y pulmonar inducido por la
ventilacién mecanica.
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1. Justificacidn del presente proyecto

El presente proyecto se plantea como objetivo la demostracion de que el tratamiento
con DDS se asocia con un efecto sobre la respuesta pulmonar a la ventilacién
mecanica. Indirectamente, se demuestra también el papel de las bacterias intestinales
potencialmente patdégenas sobre la respuesta inflamatoria del tejido intestinal y
pulmonar, en condiciones basales y en condiciones de un estimulo inflamatorio (i.e., la
ventilacién mecanica utilizando V+ elevados).

Los antecedentes del proyecto hay que buscarlos en diferentes lineas de investigaciéon
de nuestro grupo, tanto en el area clinica como experimental.

En el area clinica, se practica desde hace unos afios el tratamiento con
descontaminacion digestiva selectiva (DDS) en pacientes sometidos a ventilacion
mecéanica. Se ha demostrado que la descontaminacion de bacterias patdgenas
(gramnegativas) del tubo digestivo, respetando la flora enddégena anaerobia y
grampositiva, disminuye la incidencia de neumonias asociada al ventilador y mejora la
superviviencia de pacientes criticos sometidos a ventilacion mecéanica. Analisis mas
recientes de nuestros datos indican que el tratamiento con DDS se asocia con una
disminucion del la disfuncion pulmonar en pacientes criticos quemados,
independientemente del efecto beneficioso sobre la incidencia de neumonia. Estos
resultados sugieren un papel modulador de las bacterias intestinales sobre la
magnitud de la respuesta inflamatoria en el tejido pulmonar. A la luz de estos
hallazgos planteamos la posibilidad de abordar el estudio de este fenémeno en
nuestro modelo animal.

En el modelo animal hemos reproducido en la rata los cambios fisiopatoldgicos e
histologicos caracteristicos del dafio pulmonar agudo mediante la administracién de
ventilacibn mecanica utilizando V; elevados. Este modelo reproduce no sélo las
caracteristicas clinicas del DPA sino también especificamente del dafio pulmonar
inducido por la ventilacibn mecanica, conocido como VILI (ventilator-induced lung
injury). EI modelo experimental se caracteriza por el desarrollo tras un cierto tiempo de
ventilacibn mecanica con V7 elevado de dafio alveolar difuso (DAD) -el cambio
histolégico caracteristico del DPA-, hipoxemia, empeoramiento de las propiedades
mecénicas del pulmon, respuesta inflamatoria en el tejido pulmonar, y cambios
sistémicos como hipotensién y elevacion de diferentes enzimas indicativos de citolisis
inespecifica.

En este contexto planteamos la interesante hipoétesis de que el tratamiento con DDS
puede asociarse con un efecto sobre la respuesta inflamatoria pulmonar inducida por
la ventilacibn mecénica, es decir, que el tratamiento con DDS atenua la inflamacién
pulmonar y la disfunciéon pulmonar en el contexto del VILI.

El interés de la hip6tesis planteada, de claro caracter traslacional, descansa tanto en
su interés cientifico como en su relevancia clinica. En efecto, la demostracién del
papel modulador de las bacterias sobre la respuesta inflamatoria pulmonar ante un
estimulo (en este caso la ventilacion mecanica) expande el conocimiento de cross-talk
intestino-pulmén demostrado en otras condiciones.
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Por otro lado, desde el punto de vista clinico, la demostracion de la hipétesis
planteada expande el abanico de efectos del tratamiento con DDS hacia efectos
beneficiosos no meramente anti-infecciosos, sino también moduladores de la
respuesta inflamatoria.

2. Hipotesis

El presente estudio constituye una investigacion pionera sobre el efecto modulador del
tratamiento con DDS sobre la respuesta inflamatoria inducida por la ventilacion
mecanica.

Las hipétesis planteadas son:

1. Es posible descontaminar el tracto digestivo de bacterias Gram-negativas
mediante la administracion de un régimen de DDS.

2. La ventilacion mecéanica con VT elevado induce una respuesta inflamatoria
tanto en tejido pulmonar como en 6rganos diferentes del pulmén.

3. El tratamiento con DDS modula larespuesta del sistema inmune innato ala
ventilacion mecénica con VT elevado.

4. La presién de la via aérea inicial define dos fenotipos con diferente respuesta
a la ventilacién mecanicay al tratamiento con DDS.

3. Objetivos

1. Disefiar un protocolo eficaz de descontaminacién digestiva selectiva en ratas.

2. Demostrar que nuestro modelo de dafio pulmonar inducido por la ventilacién
mecanica (VILI) reproduce las caracteristicas propias de la condicidon clinica
(cambios en la funcién y en la estructura pulmonar, cambios sistémicos y
respuesta inflamatoria caracteristicos del dafio pulmonar agudo).

3. Demostra que el tratamiento con DDS modula la respuesta inflamatoria
inflamatoria pulmonar y sistémcia a la ventilacién mecanica.

4. Demostrar que las propiedades mecéncias basales del pulmoén (presi'nen la
via aérea inicial) determinan la existencia de dos fenotipos caracterizados por
una diferente respuesta a la ventilacion mecanica y al tratamiento con DDS.
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1. Resumen

Introduccion

La descontaminacion digestiva selectiva (DDS) es una estrategia preventiva utilizada
en la préctica clinica para reducir la incidencia de la neumonia y de la mortalidad. Los
estudios de DDS en ratas previamente descritos no han comparado la eficacia de
diferentes regimenes de administracion de DDS (dosis, via de administracion vy
duracién del tratamiento) para conseguir el objetivo del tratamiento (la eliminacion de
microorganismos Gram negativos en muestras fecales). La dosis, via de
administracion y duracion de la DDS que permiten alcanzar el objetivo del tratamiento
son desconocidos.

Objetivo
Disefiar un protocolo de DDS en ratas.

Material y métodos

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley (peso de 250-350g). Todas las ratas fueron
guardadas individualmente en jaulas desinfectadas con clorhexidina 0,1%, con acceso
ad libitum a bebida estéril y alimento esterilizado con 6xido de etileno. Las jaulas y la
viruta se renovaron diariamente para evitar la contaminacion. Se comparé la eficacia
de tres protocolos de DDS para descontaminar el tracto digestivo: régimen A (n=8):
tobramicina (0,5mg/kg) y polimixina E (1mg/kg) adicionadas al agua de bebida durante
7 dias; régimen B (n=9): tobramicina (12mg/kg) y polimixina E (30 mg/kg)
administradas mediante una sonda orogastrica estéril cada 24 horas durante siete
dias; régimen C (n=9): tobramicina (6ml/kg) y polimixina E (15mg/kg) administradas
mediante una sonda oragastrica estéril cada 12 horas durante cinco dias. Se cultivd
una muestra de heces diariamente (agar eosina y azul de metileno a 37°C durante 24
horas) durante 7 dias. Todos los procedimientos siguen los principios del laboratorio
animal (EU 86/609/CEE24-11, RD1201/2005 BOE 10-10, ley 32/2007 BOE 7-11).
Andlisis estadistico: se comparé mediante el test de chi cuadrado la proporcion de
animales descontaminados tras 24 horas de tratamiento. Se define como
descontaminacion la ausencia de microorganismos Gram-negativos en el cultivo de la
muestra fecal.

Resultados

Las muestras basales de heces (antes de la administracion de DDS) contenian
4,0+1,5 log UFC/g de microorganismos Gram-negativos. Tras 24 horas de tratamiento
con DDS, 1/8, 9/9, 8/9 fueron descontaminadas (no mostraban crecimiento de Gram-
negativos en las muestras fecales) con los protocolos A, B y C, respectivamente
(p<0,001).

Conclusiones
0] La administracion de DDS mediante una sonda orogastrica estéril cada 24
horas es eficaz para descontaminar el tracto digestivo en ratas en tan solo
24 horas de tratamiento; (ii) no es necesaria la administracion de la DDS de
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forma mas frecuente (i.e; cada 12 horas); (iii) la administracion oral ad
libitum, tal como se ha utilizado en otros estudios, es ineficaz.

2. Introducciodn

La descontaminacion digestiva selectiva (DDS) es una profilaxis antimicrobiana
cuyo objetivo es la inhibicién del crecimiento de la flora intestinal Gram-negativa y
la preservacion de la flora anaerobia. La preservacion de las bacterias anaerobias
parece especialmente importante para prevenir la colonizacion, sobrecrecimiento y
posterior translocacion de nuevas bacterias especialmente patdgenas [208].

Existen diversas combinaciones de antibiéticos no absorbibles que pueden ser
empleadas como parte de la composicion del régimen de DDS. Uno de los
regimenes mas usados en pacientes ventilados en la Unidad de Cuidados
Intensivos [209] consiste en una combinacion de polimixina E, tobramicina y
anfoterecina B (PTA) que se administra tanto en la cavidad oral (pasta de
carboximetilcelulosa mezclado con 2% de PTA) tres veces al dia como también a
través de una sonda gastrica (suspension de polimixina E 100mg, tobramicina 80
mg y anfotericina B 500mg) cuatro veces al dia. PTA es el régimen adecuado para
erradicar enterobacterias y pseudomonas.

La combinacion de polimixina E y tobramicina presenta un perfil iddneo para su
uso en la DDS , ya que son antibiticos que no se absorben en el intestino y son
activos frente a la mayoria de las bacterias Gram-negativas, con una actividad
inapreciable frente a la mayoria de las bacterias Gram-positivas y anaerobias, y
muestran una minima inactivaciébn por parte de los alimentos y las enzimas
fecales [210].

El sulfato de polimixina B es un polipéptido catidnico ciclico que tiene la propiedad
de interactuar con la region del lipido A del lipopolisacarido (LPS) de las bacterias
Gram-negativas. En varios experimentos in vivo se ha demostrado su eficacia para
neutralizar la endotoxina [211, 212] pero su uso se encuentra limitado por la
toxicidad renal cuando se administra a dosis elevadas. Su capacidad de fijacion a
endotoxina [197] y su minima absorciébn hacen que la polimixina B sea una
alternativa para limitar la cantidad de endotoxina en el tracto digestivo.

La tobramicina es un aminoglucosido que se caracteriza por ser cationico y
altamente polar, cualidad que determina una pobre absorcion y una resistencia a la
inactivacion en el tracto gastrointestinal. En comparacion con otros
aminoglucosidos su union a las heces (incluyendo sus componentes solidos,
moco, fibra y bacterias) es mas reversible [213], propiedad por la que se encuentra
libre en el lumen intestinal y no es eliminado facilmente con las heces. Por eso su
concentracion y accion bactericida son mayores en comparacion con otros
aminoglucésidos [214, 215]

Los efectos de la DDS han sido estudiados minuciosamente en ratones para luego
ser aplicados en la clinica. Stoutenbeek y cols [216] erradicaron exitosamente los
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bacilos aerobios Gram negativos del tracto digestivo de ratones. El régimen PTA
se ha empleado en varios modelos animales de quemadura [196, 197, 199, 217],
peritonitis [218, 219], shock hemorragico [203] con el fin de erradicar la flora
bacteriana Gram negativa y dsiminuir la concentracién de endotoxinas en el tracto
digestivo.

En estudios clinicos se ha demostrado que la administracion de DDS disminuye la
incidencia de las infecciones nosocomiales, principalmente la neumonia asociada
a la ventilacion mecanica (NAVM). En 1984 Stoutenbeek y cols [216] desarrollaron
el concepto de la DDS para prevencion de la infeccidn en pacientes traumatizados
y observaron una reduccion en la incidencia acumulada de infecciones del 81% al
16%, asi como una disminucién de la incidencia acumulada de NAVM del 59% al
8%, comparada con periodos consecutivos, antes y después de la DDS. También
se ha demostrado que la DDS previene el desarrollo de la resistencia bacteriana
[220].

3. Hipotesis

Es posible descontaminar el tracto digestivo de bacterias Gram-negativas
mediante la administracion de un régimen de DDS.

4. Objetivos

Objetivo general: disefiar un protocolo eficaz de DDS en ratas eficaz para disminuir
la colonizacién del tracto digestivo por bacterias Gram-negativas.

Objetivo especifico: encontrar cual de los tres regimenes diferentes de
administracién de DDS es mas eficaz.

5. Material y Métodos

Animales y grupos experimentales

Se usaron ratas adultas macho Sprague- Dawley (peso 250-350g) convencionales,
estirpes no consanguineas, holoxigénicas, criadas en la Unidad de Investigacion
del Hospital Universitario de Getafe, aclimatadas a ciclo dia/noche de 12 horas,
alimentadas con pienso purina y agua ad libitum estéril.

El dia en que comienza el experimento, cada animal es separado del resto de
animales y estabulado de manera independiente en jaulas de metal que
previamente fueron desinfectadas con clorhexidina 0,1% con acceso ad libitum a
bebida con agua comercializada estéril y comida esterilizada con 0xido de etileno.
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La bebida, la comida, la jaula y la viruta se renovaron diariamente para evitar la
contaminacion. No se tomaron las medidas adecuadas para evitar la coprofagia.

La DDS se administro (el dia 0) como agua de bebida ad libitum o mediante una
sonda orogastrica estéril (segun el grupo de randomizacion, vide infra)

Se considera dia 0 el dia en que se comenzé la administracién de DDS.

Los cultivos obtenidos del dia 0 se obtuvieron antes de iniciar el tratamiento con
DDS. El tiempo de observacién se prolong6 hasta el dia 7 de administracion de
DDS.

Los animales se distribuyeron aleatoriamente en tres grupos que recibieron uno de
tres regimenes de DDS caracterizados por la administracion de DDS en el agua de
bebida, o por sonda orogastrica en una o dos dosis diarias. Los regimenes
consistian especificamente en:

Régimen A (n=8): tobramicina (0,5mg/ml) y polimixina E (1mg/ml) adicionados al
agua de bebida durante 7 dias.

Régimen B (n=9): tobramicina (12mg/ml) y polimixina E (30mg/ml). Se administré 1
ml mediante una sonda orogétrica estéril cada 24 horas por 7 dias.

Régimen C (n=9): tobramicina (6mg/ml) y polimixina E (15mg/ml). Se administré
1ml mediante una sonda orogastrica estéril cada 12 horas durante 5 dias.

El estudio fue aprobado por la Comision de Investigacién del Hospital Universitario
de Getafe. Se siguieron las normas de experimentacién en animales (Directiva
2010/63/UE del parlamento Europeo y del consejo de 22 de septiembre de 2010
relativa a la proteccién de los animales utilizados para fines cientificos), numero de
registro en la comunidad de Madrid EX030 UC y las guias locales de nuestro
centro.

Cultivo microbiolégico

Se practicé un hisopado rectal diariamente en condiciones estériles. Se sembro la
muestra en una placa con agar eosina y azul de metileno para el aislamiento y
diferenciacion de las bacterias Gram negativas aerobias. Las muestras fueron
inoculadas usando un método del cuarto cuadrante y se encubaron a 37°C durante
24 horas. Transcurrido el tiempo se examing la placa y se hizo una estimacion
semicuantitativa de colonias tomando como referencia la valoracién aproximada
segun Leonard (Tabla 1).
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Tabla 1. Valoracién segun Leonard

Valoracién semicuantitativa Ucf/ml
(Iindice de crecimiento bacteriano)

1+ 1-10
24 10-10°
3+ 10%-10°
4+ 10°-10’
5+ >10’

Método estadistico

Se realiz6 el test de la chi cuadrado para comparar la proporciéon de animales
descontaminados.

Puesto que avanzado al tiempo de observacion (dia 1 a dia 5) los tres regimenes
resultan efectivos (100% de animales descontaminados con cualquier régimen al
dia 7), y puesto que el objetivo es determinar que régimen se asocia con
descontaminacion de los animales de forma mas eficaz, a la luz de los resultados
(vide infra) se compar6 (y asi se presenta en la Fig.2) la proporcién de animales
descontaminados en los 3 grupos al dia 1. Se consider6 estadisticamente
significativo un valor de p<0.05.

6. Resultados

Las muestras de heces basales (antes de la administracibn de DDS) contenian
4+1,5 (valoracion semicuantitativa), que equivale a 10°-10° UCF/ml de
microorganismos Gram negativos (Fig. 1).

El recuento de bacterias Gream negativas a lo largo del tiempo de observacion tras
la administracion de los tres regimenes de DDS se indica abajo (Tablas 2, 3, y 4,

Fig. 1y 2).

Regimen A (n=8): todos los animales fueron descontaminados al dia 2. Tres
animales presentaron re-contaminacion el dia 3 (Tabla 2).

Regimen B (n=9): todos los animales fueron descontaminados al dia 1 (Tabla 3)

Regimen C (n=9): seis animales fueron descontaminados al dia 1 y 3 animales
fueron descontaminados el dia 2 (Tabla 4)
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Tabla 2. Recuento de bacterias Gram negativas en las heces de las ratas que
recibieron el Régimen A (ad libitum) durante 7 dias

Ratas dia de tratamiento

n+; indice de crecimiento bacteriano (la equivalencia ver cuadro 1)

Tabla 3. Recuento de las bacterias Gram-negativas en las heces de las ratas que
recibieron el Régimen B (sonda orogastrica) durante 7 dias.

Ratas dia de tratamiento
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Tabla 4. Recuento de las bacterias Gram-negativas en las heces de las ratas que
recibieron el Régimen C (sonda orogastrica, dos dosis diarias) durante 5 dias.

Ratas n=9

2+
2+
4+
3+
2+
4+
4+
3+
2+

© oo N Ul WN P

La proporcion de animales que presentaron descontaminaciéon
a las 24 horas de tratamiento fue mayor con los regimenes B

y C (Fig.2).

dia de tratamiento

2
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Figura 1. Recuento semicuantitativo de bacterias Gram negativas con cada uno de los

regimenes de DDS

Estimacion semicuantitativa
delnimero de colonias

Abreviaturas: Estimacién semicuantitativa del nimero de colonias (la equivalencia ver cuadro 1)

- Reégimen A
=& HRégimen B
- Régimen C

dias de estudio
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Figura 2. Porcentaje de ratas que presentaron descontaminacion de bacterias Gram-
negativas a las 24 horas del tratamiento
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A: Régimen A: Tobramicina 0,5 mg/ml (ad libitum) n=8

B: Régimen B: Tobramicina 12 mg/ml, polimixina 30mg/ml (1ml al dia) n=9

C: Régimen C: Tobramicina 6mg/ml, polimixina 15mg/ml (1ml cada 12 horas) n=9
Estadistica: chi cuadrado.

*p<0.001 vs Régimen A

#p<0.003 vs Régimen A

En conclusion, nuestros resultados indican que:

(i) La administracién de DDS mediante una sonda orogastrica estéril cada 24 horas es
eficaz para descontaminar el tracto digestivo en ratas en tan sélo 24 horas de tratamiento
(Fig.1);

(ii) No resulta necesaria la administracién de la DDS de forma mas frecuente (cada 12
horas);

(ili) La administracion oral ad libitum, tal como se ha utilizado en otros estudios, es ineficaz.

7. Discusion

Aun cuando existen estudios previos sobre el uso de DDS en modelos animales
demostrando su eficacia para conseguir la eliminacion de las bacterias Gram-
negativas, ningun estudio previo ha comparado diferentes regimenes para
demostrar cual es la via de administracion y la dosis mas adecuada y facil de
administrar para conseguir el objetivo de tratamiento.
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El objetivo del presente estudio es poner a punto un protocolo eficaz para
conseguir descontaminacion del tracto digestivo, reproduciendo los protocolos mas
utilizados en trabajos previos (régimen A y C), y comparandolos con el protocolo
gque disefiamos (régimen B).

Tras 24 horas de tratamiento con DDS, 1/8, 9/9, y 8/9 ratas fueron
descontaminadas (no mostraban crecimiento de microorganismos Gram-negativos
en las muestras fecales) de los protocolos A, B y C, respectivamente (p<0,001)
(Fig.2). La proporcién de ratas con descontaminacion alcanzé el 100% tras 7 dias
de tratamiento.

Régimen A

Nuestros resultados indican que con el protocolo A (administracion de DDS ad
libitum) todas las ratas se descontaminaron al séptimo dia de tratamiento (Tabla
2).

Estudios previos [203, 219] utilizaron también este protocolo. Por ejemplo, Rosman
y cols [219] demostraron que el tratamiento con DDS previene la translocacién de
bacterias Gram-negativas y de endotoxina en un modelo de peritonitis estéril. En
este estudio, se administr6 zymosan (por via i.p.) a ratas que durante siete dias
previos fueron tratadas con una solucibn de DDS (tobramicina 0,5 mg/ml y
polimixina E 1mg/ml) por via oral Ad libitum. Encontraron ausencia de bacterias
Gram-negativas tras el tratamiento con DDS y una reduccién en la concentracion
de endotoxina en las heces.

Kahlke y cols [203] demostraron que el tratamiento de la DDS influye modula la
respuesta inmune intestinal en un modelo de shock hemorragico. En este estudio,
se indujo shock hemorragico (succionando la sangre a través de la carétida
durante 10 minutos hasta obtener una presion arterial de 30 mmHg, perfundiendo
seguidamente la sangre extraida durante 15 minutos y observando la evolucién
durante 75 minutos més. En este estudio la DDS (tobramicina 0.5 mg/ml y
polimixina B 1 mg/ml) se administré por via oral ad libitum durante 7 dias. El cultivo
microbiol6gico de las heces del grupo control (ratas no tratadas con DDS) revel6
una flora polimicrobiana (Tabla 5) compuesta por bacterias Gram-negativas
(Escherichia coli y Proteus spp) y Gram-positivas (Streptococci, S. aereus y
Enterococcus), mientras que en las ratas tratadas con DDS los cultivos de heces
revelaban ausencia de bacterias Gram-negativas y presencia de bacterias Gram-
positivas (Streptococci y Enterococcus) (Tabla 5).

Nuestros resultados demostrando un 100% de animales descontaminados con
DDS administrada ad libitum son acordes con los previamente descritos utilizando
el mismo protocolo de administracion y la misma duracion de tratamiento (7 dias)
[203, 219]. Nuestros resultados afiaden sin embargo, al conocimiento establecido
gue la administracion durante adlo 1 dia no es eficaz para descontaminar y que,
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aungue el dia 2 todos los animales se encuentran descontaminados, 3 de 8 sufren
re-contaminaciéon el dia 3 , para resolver el estado de descontaminacion
posteriormente. Es, pues deseable, encontrar un protocolo de administracién que
sea eficaz en menos tiempo de duracion del tratamiento.

En relacion a lo descrito se concluye que el régimen de DDS (tobramicina 0.5
mg/ml y polimixina 1 mg/ml) administrado por via oral ad libitum elimina las
bacterias Gram-negativas de las heces de rata sin efecto sobre las bacterias
Gram-positivas tras 7 dias de tratamiento.

Tabla 5. Ratio de las bacterias en heces de las ratas siete dias después de recibir
ad libitum vehiculo (control) o descontaminacion digestiva selectiva del tracto
digestivo (DDS) en el estudio de Kalke y cols [203]

Vehiculo (Agua) DDS
Proteus mirabilis 6/6 0/6
Escherichia coli 6/6 0/6
Streptocoocus sp. 4/6 6/6
Staphylococcus sp. 3/6 4/6
Enterococcus 2/6 4/6
Anaerobios 2/6 2/6

Las heces de todos los animales fueron recogidas y sembradas tanto en medios para bacterias
aerobias como para las anaerobias. Los valores son el nimero de animales con cultivos positivos
en relaciéon con el numero total de animales empleados [203]

Régimen B

Nuestros resultados indican que con el régimen B, administrando una sola dosis
diaria de DDS por sonda orogastrica (tobramicina 12 mg y polimixina E 30 mg
disueltas en 1 ml y administradas mediante una sonda orogéastrica 24 horas
durante 7 dias) se consigui6 erradicar bacterias Gram.negativas tras la primera
dosis (al dia 1). No se observo re-contaminacion en ningun caso (Tabla 3).

Este protocolo de administracion parece ser adecuado y comodo para su
utilizacion en modelos animales, ya que tras tan s6lo una dosis de DDS se
alcanza el objetivo deseado. En nuestro conocimiento ningun estudio previo ha
utilizado este régimen de DDS.

Régimen C

Nuestros resultados indican que con el régimen C, administrando dos dosis diarias
de DDS por sonda orogastrica (tobramicina 6mg/ml y polimixina E 15mg/ml
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administradas por sonda orogastrica cada 12 horas durante 5 dias) 6/9 ratas al dia
1y 9/9 al dia 2 se descontaminan y se mantienen en este estado hasta el dia 5
(Tabla 4).

El régimen C parece, pues, adecuado para conseguir el objetivo del tratamiento
con DDS, aun cuando son necesarios 2 dias de tratamiento.

Este régimen se basé en el empleado por Horton y cols en el afio 2007 [199] para
demostrar que la aplicacion de la DDS en modelo con quemadura e insulto séptico
atenlia la respuesta inflamatoria y previene la bacteriemia. En este estudio, se
gquemo el 40% de la superficie corporal de la rata administrando seguidamente la
solucion de DDS (polimixina E, 15mg; tobramicina, 6mg; flucitocina, 100mg)
durante 5 dias cada 12 horas. Al quinto dia se administré por via intratraquel
Klebsiella pneumoniae y observando la evolucion 24 horas mas.

En otro estudio Horton y cols [198] en el afio 2004 demostraron que la
administracion de DDS en un modelo de quemadura atenlda la respuesta
inflamatoria y la disfuncion del miocardio. En este estudio se indujo la lesion por
guemadura del 40% de la superficie corporal de la rata que durante 3 dias previos
y 24 horas después de la lesion por quemadura fueron tratadas con una soluciéon
de DDS (polimixina E, 15mg; tobramicina, 6mg; flucitocina, 100mg disueltos en 3
ml de agua) administrada por via oral a través de una sonda orogéstrica cada 12
horas.

Sin embargo Horton y cols en ambos estudio mencionados no demostraron en sus
estudios la erradicacion de la flora bacteriana Gram-negativa (por ejemplo
mediante cultivo de heces) sino que se basaron en los hallazgos encontrados por
Yao y cols [196, 197]

Nuestros resultados son similares a otros estudios [196-199, 203, 221] utilizando
un protocolo de administracidbn semejante a nuestro régimen C.

Yao y cols. Demostraron que el pretratamiento con DDS atenda la
inmunosupresion causada por la lesién por quemadura, debido a una disminucién
de la translocacién tanto de bacterias como de los componentes bacterianos. La
DDS (tobramicina 6mg, polimixina E 15mg y flucitocina 100 mg disueltos en 3ml de
agua) fue administrada por via oral a través de una sonda orogastrica cada 12
horas durante 3 dias antes y 5 dias después de la lesién por quemadura. Para
evaluar el efecto de la DDS [196, 197] se tomaron muestras de heces al tercer dia
(previamente a la induccion de la lesibn por quemadura) para el cultivo
microbioldgico. Los resultados revelaron que las ratas tratadas con DDS fueron
descontaminados de Ibacilos entéricos Gram-negativos (tablas 6 y 7).No tomaron
muestras de heces durante los dos primeros dias del tratamiento con DDS, por lo
gue no se pudo determinar el momento en el cual la DDS resulta eficaz.
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Tabla 6. Cuantificacion de la flora fecal

Tercer dia de tratamiento con DDS por via oral

Control DDS
Bacilos entéricos 6.28+0.81 Neg.
Enterococos 6.46+1.83 6.90+0.96
Anaerobios totales 8.78+1.06 8.85+0.66

CFU: Unidades formadoras de colonias; DDS: Descontaminacion digestiva selectiva; Neg: cultivo
bacteriano negativo. Los valores son las medias +SD logig CFU/g. Seis animales por grupo,
(adaptado de [197]).

Tabla 7. Alteracion de la flora fecal

Tercer dia de tratamiento con DDS por via oral

Control DDS
Enterobacterias 4.276+0.422 Neg.
Enterococos 4.832+1.389 4.338+0,898
Hongos 4.014+1.096 Neg.
Bacteroides 6.172+0.551 6.625+0.461
Lactobacilos 6.432+0.515 5.827+0.726

Adaptado de [196]

Nuestros resultados indican que con nuestro régimen B (tobramicina 12mg y
polimixina E 30mg disueltas en 1 ml y administradas mediante una sonda
orogastrica estérilcada 24 horas durante 7 dias) las enterobacterias aerobias
Gram-negativas fueron erradicadas tras 24 horas de recibir tratamiento y se
mantiene asi hasta el séptimo dia.

Comparacion de los diferentes regimenes

Los tres regimenes son comparables pues los animales se mantuvieron bajo las
mismas condiciones durante el experimento. La coprofagia puede explicar en parte
la re-colonizacién, méas probable si se utiliza una dosis menor pero mas frecuente
(régimen C) que si se utiliza una dosis mayor aunque menos frecuente (régimen
B), y la inconstante disminucion de la CFU utilizando el régimen A.

El empleo de la sonda orogéastrica como se hizo con los protocolos B y C confiere
la seguridad de que las ratas reciben la dosis exacta de antibibticos.
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Consiguientemente, hemos observado un efecto constante y reproducible, en
consonancia con los estudios previos utilizando este régimen [196, 197].

La limitacién principal del Régimen A es que el volumen preciso de la solucion de
DDS/agua ingerido al dia es desconocido. Esto podria explicar la curva inconstante
de descenso del nimero de CFU mientras dur6 el tratamiento (Fig.1). Ademas, el
efecto del régimen A en comparacion con el régimen B y C es mas tardio e
inconstante durante el periodo de tratamiento con la DDS. Segun la literatura, se
puede estimar que las ratas de un peso alrededor de 300g beben entre 10 y 12 ml
de agua al dia.

Nuestras observaciones asi como los resultados previamente publicados [156,
172] demuestran que la DDS debe preservar la flora intestinal anaerobia, porque
su pérdida se asocia con sobrecrecimiento intestinal de candida y de bacilos
entéricos Gram-negativos.

Los estudios previos demuestran, en resumen, que utilizando el régimen A
(administracion ad libitum de DDS) durante 7 dias se consigue el objetivo del
tratamiento [156, 172], de acuerdo con nuestros resultados.

Utilizando el régimen C, dos estudios han demostrado una adecuada
descontaminacion tras 3 dias de tratamiento [196, 197], desconociéndose si el
tratamiento es eficaz en puntos en el tiempo anteriores a los 5 dias. Otro estudio
utiizando el régimen C no documenté la erradicacion adecuada de
microorganismos [198, 199] .Nuestros resultados coinciden con los previamente
publicados [196, 197],153, 154] y afiaden el conocimiento de que probablemente
sea suficiente la duracion del tratamiento de 2 dias para conseguir el objetivo, no
siendo necesaria la administracion prolongada.

Finalmente, ningln estudio utilizd6 nuestro régimen B, que difiere del régimen c en
la administracién de una sola dosis diaria y una mayor dosis por administracion.
Este régimen parece, en nuestra experiencia, el mas conveniente, pues consigue
el objetivo en tan s6lo 1 dia (es decir, tras la administracion de una sola dosis de
DDS).

Por tanto, nuestros resultados nos permiten concluirque el régimen B presenta,

con respecto a otras formas de administracion (regimenes A y C), las siguientes
ventajas:

i) la administracion de una dosis exacta, en comparacion con el protocolo A, cuya
administracion es ad libitum;

ii) una dosis menos frecuente (cada 24 h), a diferencia del régimen C (cada 12 h);

iii) una duracion de tramiento breve, quiza de tan sélo 1 dia.
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1. Resumen

Introduccién

La ventilacibn mecanica con Vi elevado se asocia con inflamacion e
hiperpermeabilidad pulmonares (ventilator induced lung injury, VILI). Estudios previos
han demostrado la asociacién del dafio pulmonar inducido por la ventilacion mecanica
con dafio sistémico (en organos diferente del pulmon), debido a la liberacion de
citoquinas pro-inflamatorias a nivel sistémico (e.g., disfuncion vascular, inflamacion
renal, hiperpermeabilidad intestinal [150, 222-225]

Se desconoce el papel de las bacterias intestinales en la respuesta pulmonar y
sistémica a la ventilacién mecénica.

En el presente estudio planteamos la hip6tesis de que la microflora intestinal modula la
respuesta inflamatoria pulmonar y sistémica inducida por la ventilacion mecénica.

Objetivo

Demostrar el efecto modulador de la DDS sobre la respuesta inflamatoria pulmonar y
sistémica inducida por la ventilacién mecéanica.

Material y métodos

Ratas macho Sprague-Dawley, peso 300-350 gr, recibieron DDS (polimixina vy
tobramicina en agua) o placebo (vehiculo) 24 horas antes de recibir ventilacién
mecanica durante 2,5 horas con una de dos estrategias:

(i) Vr=9 ml/lkg + PEEP =5 cmH,0 (V1 Bajo, CONTROL);
(i) Vr= 25 ml/kg + PEEP=0 cmH,0 (VrAlto, VILI).

Se estudiaron cuatro grupos de animales, segun fueran tratados con DDS o con
vehiculo. : V1 bajo-vehiculo, V1 bajo-DDS, V; alto-vehiculo y Vt alto-DDS.

Durante el periodo de ventilacion mecanica se monitorizé la presion arterial y la
presion en la via aérea. Al final del periodo de ventilacién, los animales fueron
sacrificados mediante exanguinacion, y se obtuvieron muestras de sangre arterial para
la determinacién de gasometria, de suero y de tejido pulmonar e intestinal.

En suero se realizaron determinaciones bioquimicas y de TNF-qa, IL-6, MIP-2, MCP-1,
IL-1B (ELISA) y endotoxina (test de lisado del amebocito Limulus Polyphemus).

En tejido pulmonar e intestinal se determind la concentracién tisular de TNF-a, IL-6,
MIP-2, MCP-1, (ELISA) y la expresion de los genes TNF-a, IL-6, MIP-2, MCP-1,
CXCR2, CCR2 (RT-PCR). En tejido pulmonar se midi6 ademas la concentracion de IL-
1B (ELISA) y de TLR-4 (Western blot).

También se extrajo lavado broncoalveolar (LBA) para la cuantificacion de IgM y
proteinas totales.
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El pulmén izquierdo se fijo para posterior estudio histolégico (Hematoxilina eosina y
TUNEL). La determinacién de proteinas y de la expresion de genes se realizo en el
pulmoén derecho

Todos los procedimientos siguieron los principios de cuidado de animal de laboratorio
(EU 86/609/CEE24-11, RD 1201/2005 BOE 10-10, ley 32/2007 BOE 7-11).

Se compararon los grupos mediante ANOVA factorial analizando los efectos de la
ventilacion mecéanica y del tratamiento con DDS.

Resultados
Efectos de la ventilacién mecanica

Las ratas que recibieron V: elevado mostraron hipotensién, disminucion de la
distensibilidad pulmonar e hipoxemia, asi como un aumento de la concentracién de
proteinas e IgM en el LBA.

En el tejido pulmonar, aumenté la concentracion tisular de TNF-q, IL-6, MIP-2 y MCP-1
y de la expresion de sus genes correspondientes. La expresién génica de CXCR2
disminuy6 en animales que recibieron Vt elevado. Asimismo, la concentracion de TLR-
4 disminuyé. También se observaron alteraciones histoldgicas consistentes con la
presencia de dafio pulmonar agudo (presencia de membranas hialinas) y de aumento
de la apoptosis (TUNEL).

En el suero, la ventilacién mecanica con Vt elevado aumento la concentraciéon de MIP-
2, en comparacion con Vy Bajo.

En el tejido intestinal, la ventilacibn mecanica con Vt elevado, en comparacion con Vs
bajo, se asocié con una menor concentracion de MIP-2 y una menor expresion del gen
MIP-2.

Efecto del tratamiento con DDS

El tratamiento con DDS en los animales que recibieron ventilacion mecanica con Vy
bajo no se asocié a ningun cambio de la presién arterial, distensibilidad pulmonar,
intercambio gaseoso, concentracion de IgM o proteinas en LBA.

En tejido pulmonar, se observd una tendencia (no significativa) a una mayor
concentracion de TNF-a, MIP-2 y MCP-1, en comparacion con el grupo no tratado con
DDS, y a una menor expresion génica (no significativa) de MIP-2 y MCP-1.

En el suero, el tratamiento con DDS se asoci® con una disminucion de la
concentracion de TNF-a, IL-6 en comparacién con el grupo no tratado.

En el tejido intestinal, los animales tratados con DDS mostraron una mayor
concentracion de IL-6, una menor concentracion de MIP-2, y una menor expresion de
los genes IL-6, MIP-2 y CXCR2.

Efectos del tratamiento con DDS sobre los cambios inducidos por la ventilacion
mecanica
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Los animales que recibieron ventilacion mecanica con V; elevado, el tratamiento con
DDS se asoci6, en comparacion con los animales que no recibieron DDS, con una
atenuacion en el aumento de la permeabilidad alveolocapilar y una atenuacién de la
respuesta inflamatoria en el tejido pulmonar (menor elevacién de la concentracion
tisular de TNF-a, IL-6 y MCP-1).

En el suero, los efectos de la ventilacion mecanica no se modificaron por el
tratamiento con DDS. En el tejido intestinal, el tratamiento con DDS no modifico la
respuesta a la VM von V+ elevado.

Conclusiones

El tratamiento con DDS atenta la respuesta inflamatoria pulmonar y sistémica
asociada a la VM utilizando volimenes tidal elevados. Nuestros resultados
demuestran que la flora intestinal modula la respuesta pulmonar a un estimulo
inflamatorio.

2. Hipotesis

El presente estudio constituye una investigacion pionera sobre el efecto modulador de
las bacterias intestinales sobre la respuesta inflamatoria inducida por la ventilacion
mecanica.

Las hipotesis planteadas son las siguientes:

1. La ventilacibn mecanica con VT elevado induce una respuesta inflamatoria tanto en
tejido pulmonar como en 6rganos diferentes del pulmon.

2. El tratamiento con DDS modula la respuesta del sistema inmune innato a la
ventilacion mecanica con VT elevado.

3. Objetivos

Los objetivos de este trabajo son los siguientes:
1. Demostrar el efecto de la ventilacibn mecénica con VT elevado sobre:
La funcion cardiovascular
La mecanica respiratoria
La funcion pulmonar
La afectacion de otros 6érganos
La respuesta inflamatoria y apoptética en tejido pulmonar
La respuesta inflamatoria sistémica

La respuesta inflamatoria intestinal
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2. Demostrar el efecto del tratamiento con DDS sobre los cambios inducidos por la
ventilacion mecanica sobre:

La funcion cardiovascular

La mecanica respiratoria

La funcion pulmonar

La afectacion de otros 6érganos

La respuesta inflamatoria y apoptética en tejido pulmonar
La respuesta inflamatoria sistémica

La respuesta inflamatoria intestinal

4. Material y Métodos

Animales y grupos de estudio

Se utilizaron ratas, Sprague-Dawley adultas, estirpes no consanguineas Yy
holoxigénicas, peso 300 g-350 g, criadas en el animalario del Hospital Universitario de
Getafe, aclimatadas a ciclo dia/noche de 12 horas, alimentadas con pienso purina y
agua ad libitum. Cada animal fue separado del resto de los animales 24 horas antes
de ser sometido a ventilacion mecanica, estabulado de manera independiente, y
acondicionado a un ambiente, alimento y bebida estériles. Los animales fueron
aleatorizados en dos grupos (n=40 por grupo) para recibir tratamiento con
descontaminacion digestiva selectiva (DDS) (1 ml de solucion compuesta por
tobramicina 12 mg; polimixina E 30 mg) o vehiculo (VEH) (1 ml de agua estéril) a
través de una sonda orogastrica insertada al efecto. Se administr6 una dosis de DDS
24 horas antes del periodo de la ventilacion mecéanica. La técnica de aleatorizaciéon
(para la asignacion al grupo DDS o vehiculo) fue mediante un sistema de sobres
cerrados.

Técnica quirargica, grupos de estudio y monitorizacién

Transcurridas 24 horas de la aleatorizacién y administracion del tratamiento (DDS o
VEH), los animales fueron premedicados con una mezcla de ketamina (90 mg/kg) y
diazepam (5 mg/kg) por via intraperitoneal (i.p.). Una vez conseguido el plano
anestésico adecuado se obtuvo una muestra de exudado rectal mediante un hisopado
(con el objeto de demostrar la eficacia del tratamiento con DDS administrado el dia
anterior).

A continuacion, se canalizé la vena femoral para el mantenimiento anestésico con
perfusién continua de ketamina (50 mg/kg) y midazolam (8 mg/kg) a un ritmo de 10
ml/kg/h (bomba de jeringa modelo Aladdin-1000, World Precision Instruments, UK).
Segun la necesidad individual de cada animal, se administraron bolos suplementarios
para mantener la sedacién y adaptacion a la ventilacion mecénica.
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A continuacion se procedié a pesar y rasurar la parte ventral del cuello y de la pata, y
el animal fue posicionado en decubito supino sobre una placa térmica (Challoner
Marketing Limited, UK). Se aplicé povidona yodadasobre la cara anterior del cuello,
térax y abdomen, y raiz de los miembros inferiores. Se canaliz6 la vena femoral
derecha mediante un angiocatéter Abbocath 24G, que fue fijado con pegamento
quirudrgico y utilizado para comenzar de forma inmediata la administracion de la sedo-
analgesia descrita.

Posteriormente, se practicO una incision vertical de la parte ventral del cuello, se
localizé, aislé y canaliz6 la traquea con angiocatéter Abbocath 14G, el cual fue
conectado al ventilador (Babylog 8000 Plus Drager, Lubeck, Alemania) a través de un
adaptador. Seguidamente, se canaliz6 la car6tida izquierda con Abbocath 22G con
fijacion proximal, que fue conectado a un monitor de presion arterial (Hewlett Packard,
Model 66S, Ginebra, Suiza) a través de una llave de tres pasos para el registro
continuo de presion arterial y extracciéon de muestras de sangre arterial.

Tras el periodo de monitorizacién (canalizacién vascular, traqueostomia, conexién a la
ventilacibn mecénica), los animales fueron ventilados durante un periodo de
estabilizacién de 30 minutos utilizando los parametros ventilatorios del grupo control
(V1 bajo) antes del inicio del periodo de ventilacibn mecanica de 2,5 h de duracion
utilizando la estrategia asignada segun el proceso de aleatorizacién.

Por tanto, los cuatro grupos experimentales fueron:
V+ Bajo-VEH

V7 Alto-VEH

V+ Bajo-DDS

V7 Alto-DDS

Los animales de ambos grupos (DDS o VEH) fueron aleatorizados de nuevo at = -5
min (justo antes del comienzo del periodo de ventilacion mecénica de 2,5 h de
duracién) mediante un sistema de sobres cerrados, para recibir ent = 0 min (24 h tras
la administracion de DDS o VEH) ventilacion mecanica con V; Bajo (Vr= 9 ml/kg +
PEEP =5 cmH,0, CONTROL) o ventilacibn mecéanica con V; elevado (V= 25ml/kg +
PEEP = 0 cmH,0, VILI).

At = -5 min se obtuvo una muestra de sangre arterial para la medicién de gases
arteriales (5 min antes del comienzo del periodo de ventilacion mecanica de 2,5 h de
duracién, ver méas abajo).

A t = 0 min se inicid el periodo de 2,5 h de ventilacion mecanica de acuerdo con el
grupo asignado por aleatorizacion (V1 Bajo o V1 Alto).

Tras 2,5 horas de ventilacion mecénica, a t=150 minutos los animales fueron
sacrificados mediante exanguinacion a través de la arteria carétida. La sangre arterial
extraida fue utilizada para medicion de gases arteriales y obtencién de suero para
congelacién a -80° y posteriores determinaciones bioquimicas (ver mas abajo). A
continuacion, se realizd un lavado broncoalveolar (LBA). Finalmente, se practic6 una
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esternotomia para aislar el bloque cardiopulmonar y una laparotomia para la
extraccion de un segmento intestinal (ver mas abajo).

Cultivo microbioldgico de los hisopados rectales

La toma de muestras de heces se hizo inmediatamente antes y 24 horas después de
administrar la DDS (justo antes del inicio del periodo de ventilacion mecénica de 2,5 h
de duracidn). Se introdujo un hisopo en el recto de la rata en condiciones higiénicas e
inmediatamente se llevd la muestra al laboratorio de microbiologia del Hospital
Universitario de Getafe. Para el aislamiento y diferenciacion de los bacilos Gram-
negativos, la muestra fue sembrada en una placa de agar eosina-azul de metileno y se
incub6é durante 48 horas a 37°C. Finalizado el proceso, se hizo un recuento
semicuantitativo de colonias segun la valoracion de Leonard (ver Material y Métodos
del capitulo 1, pag.33)

Mediciones
Parametros hemodinamicos

En los cuatro grupos de animales se realizaron las determinaciones que se detallan a
continuacién. Se recogieron las diferentes variables a t = -5 min y transcurridos los 0,
15, 30, 60, 90, 120 y 150minutos tras el inicio del periodo de ventilacion mecéanica de
2,5 h de duracion. Se registraron la frecuencia cardiaca (FC) y la presion arterial
sistémica media (PAM) en un equipo para monitorizacion cardiovascular 71034
Hewlett packard (model 66s, Ginebra, Suiza). La FC se midi6 en latidos por minuto
(lpm), y la PAM en mm Hg.

Parametros gasométricos y ventilatorios

Se registré la presion pico en la via aérea (peak inspiratory pressure [PIP], el volumen
corriente (V1) y el volumen minuto (VM) at = -5, 0, 15, 30, 60, 90, 120 y 150 minutos,
medidos por los traductores del respirador, asi como la distensibilidad (compliance)
dinamica (Cpyn) Y la resistencia de la via aérea (Rya), calculadas por el respirador.

Se midieron el pH, el bicarbonato arterial y las presiones parciales de O, y CO,, y la
saturacion de O, en muestras de sangre arterial obtenidas at = -5 min y t = 150 min,
utilizando un analizador de gases en sangre (Gem Premier 3000 pH/Blood Gas
Analizer, Instrumentation Laboratory, Barcelona, Spain).

El bicarbonato se midi6 en mEqg/L, PaO, y PaCO, se midieron en mmHg, SatO, se
midi6é en %, PIP en cm H,0, VM en L/min, Cpyy €n mi/cm H,O y Rya en cm H,O/L/s.

Procesamiento de los fluidos y tejidos extraidos

Lavado bronco alveolar

Tras abrir la caja toracica por la linea media ambos pulmones se lavaron a través del
catéter 14G conectado a la traquea con 10 ml de suero salino a 4°C. Se recogieron

aproximadamente 8 ml de lavado broncoalveolar (LBA), que fueron inmediatamente
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centrifugados a 3500 rpm durante 10 minutos a 4° C. El LBA libre de células se utilizé
para la determinacién de proteinas y de IgM.

Suero fresco

Parte de la sangre recogida en el momento final del experimento fue recogida en tubos
con EDTA para la determinacién inmediata de parametros bioquimicos (concentracion
de lactato, glucosa, urea, creatinina, sodio; y actividad enzimatica de alanino
aminotrasferasa [GOT], aspartato aminotransferasa [GPT], lactato deshidrogenasa
[LDH], y creatina kinasa [CK].

Suero congelado

Al final del experimento se extrajo a través de la carétida la maxima cantidad de
sangre posible (7-10 ml). Una parte de esta se recogid en un tubo con gelatina
(vacutest kima srl 3,5 ml ARZERGRADE-ITALY) y se guardé en frio mientras se
continuaba con el proceso de recogida de muestras. Seguidamente fue centrifugado a
3500 rpm a 4°C durante 10 minutos (Biofuge 22R Heraeus instruments Germany). El
suero fue recogido y alicuotado en tres criotubos (400 pL en cada criotubo,
aproximadamente) y congelado inmediatamente en nitrogeno liquido a -80°C. Una
hora después, las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta la cuantificacién de
proteinas totales, citoquinas y quimioquinas.

Plasma

La colecciéon del plasma se llevd a cabo con material apirbgeno. Se separé una
pequefia cantidad de la sangre total extraida al final del experimento (unos 2 ml), que
fueron alicuotados en tubos de 3 ml que contienen heparina sédica (15-30 Ul/ml). Las
alicuotas fueron centrifugadas durante 10 minutos a 3000 rpm, con el fin de obtener
plasma, que fue inmediatamente congelado a -80°C hasta su procesamiento y
determinacion de LPS.

Tejido pulmonar

Después de practicar el LBA, el l6bulo inferior del pulmén derecho se congeld
inmediatamente en nitrégeno liquido. Una hora después las muestras fueron
almacenadas a -80°C hasta el momento de realizar las diferentes determinaciones
(cuantificacion de proteinas y expresion génica).

Intestino

Se seccion6 un segmento de ileon distal (2 cm a partir de 1 cm después de la valvula
ileocecal), que fue lavado cuidadosamente con suero salino frio y congelado en
nitrégeno liquido. Una hora después se guardo a -80°C hasta el momento de realizar
las diferentes determinaciones (cuantificacion de proteinas y expresion génica).

Cuantificacion de LPS en plasma

La presencia de LPS plasma se evalué con el test de lisado de amebocitos de Limulus
Polyphemus (LAL). Para hacer una estimacién limite o semicuantitativa usamos el
método colorimétrico de punto final. Este método se fundamenta en el empleo de un
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sustrato cromogénico sintético incoloro. El sustrato esta compuesto por un pequefio
péptido unido por la arginina C-terminal a una molécula de croméforo p-nitroanilina
(pPNA). Una vez activada la cascada del LAL, la enzima coaguladora provoca la
liberacion de la molécula de pNA de color amarillo. El desarrollo del color amarillo es
proporcional a la concentracion de endotoxina en la muestra. La reaccion se detiene al
adicionar acido acético, pudiéndose medir su absorbancia a 405 nm. El método
cromogénico permite estimaciones cuantitativas. La concentracion de endotoxina
puede determinarse a partir de una curva patron.

Para su andlisis, las muestras de plasma se descongelaron, se centrifugaron durante
20 minutos y se diluyeron a la mitad con agua libre de endotoxina. Seguidamente se
calentaron las muestras a 75°C y se la temperatura 5 minutos para eliminar el efecto
inhibidor del plasma en la reacciébn de LAL. Después de enfriarse a temperatura
ambiente (20-25°C) se cuantifico la endotoxina siguiendo las recomendaciones y las
instrucciones del Kit de Elisa (Hycult biotech, HIT302). Para su correcta valoraciéon se
prepar6 una curva patron (0-10EU/ml) segun las instrucciones del manufacturador.

Protocolo

Antes de comenzar el ensayo todos los reactivos se acondicionaron a temperatura
ambiente (20-25°C)

En una placa de poliestireno de 96 pocillos se preparé una curva patron de LPS con
un rango de (0-10EU/mI) segun las instrucciones del fabricante. En paralelo se
distribuyé por duplicado 50ul de las muestras de plasma en los pocillos asignados
para estos, seguidamente se afiadié 50ul de LAL ( sustrato reconstituido con 4ml de
ALE), y se dej6 encubar durante 30 minutos a temperatura ambiente protegido de la
luz.Transcurrido el tiempo de reaccion se leyeron las placas en un espectrofotometro a
405 nm.

Extracciéon de proteinas totales de los tejidos

El I6bulo inferior derecho del pulmén congelado se homogeneizd por el método de
perlas de ceramica, basado en la ruptura y molienda del tejido ocasionadas por la
agitacion de las perlas de cerdmica, a un ritmo de tres veces cada 30 segundos, con
periodos de descanso de tres minutos, a 4°C con el fin de evitar la desnaturalizacién
de proteinas.

Para este proceso de homogeneizacion se utilizd el MagNA lyser (MagNA lyser Green
Beats -Roche). Antes de homogeneizar el tejido en el MagNAlyser se adicioné un
tampon de lisis que consiste en una mezcla de inhibidores de proteasas (Complete
Protease Inhibitor Cockail tablets 1X -Roche Molecular Biochemicals, Mannheim,
Germany) y un detergente compuesto por 25 mM de bicina y cloruro de Sodio 150 mM
T-PER (Tissue Protein Extraction Reagent, Thermo Fisher Scientific E.U). El
homogenado se guardd por 30 min a 4°C, se recolect6 la fraccion del sobrenadante y
se centrifug6é a 10000 rpm durante 10 minutos a 4°C para su posterior uso en Western
blots y ELISAs.
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Cuantificacién de proteinas totales

La cuantificacion de proteinas por el método del acido bicinconinico (BCA) es un
método altamente sensible [226].

Principio

BCA, en la forma de su sal de sodio soluble en el agua, es un reactivo altamente
sensible y especifico para el i6n Cu'*. Se ha demostrado que la cisteina, cistina,
triptofano, tirosina y el enlace peptidico son capaces de reducir el Cu* a Cu*
(Wiechelman 1988). La cuantificacién por BCA se combina con la Reaccion de Biuret
(Reaccién de la proteina con Cu™ en un medio alcalino para producir Cu*'). El
producto de la reaccién presenta un color purpura, formado por la interaccion de dos
moléculas de BCA con el i6n Cu**, es soluble en agua y exhibe una fuerte absorbancia
a 562 nm. Esto permite la cuantificacion espectrofotométrica de proteinas en solucion
acuosa.

OH
Proteina + Cu®** m—p  CU
Cu'* + BCA m===p Complejo plrpura BCA-Cu'*

El contenido en proteinas totales se determin6 en el LBA, en el suero y en el tejido
pulmonar a partir de una reaccion colorimétrica con BCA (Pierce BCA Protein Assay
Kit, Thermo scientific, Rockford USA), empleando el ensayo de diagnéstico comercial
de Pierce.

Se utilizé una curva patrén de albumina de suero bobino (BSA) con concentraciones
de 0, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500 y 2000 pg/ml). Las muestras se analizaron sin
diluir. Tras afadir el reactivo de BCA, se incubaron las muestras y el estandar durante
30 minutos a 37°C, y se midi6 la absorbancia entre 540-590 nm en un
espectrofotémetro (F 129024- TECAN Genious plus, Australia). La cuantificacion de la
concentracion de proteinas de las muestras se realizé mediante regresion lineal e
interpolacion de las absorbancias (540-590 nm) de las muestras de la curva patron.

Cuantificacién de la IgM en el lavado bronco alveolar

La Inmunoglobulina M (IgM) es la més grande de los cinco isotipos de inmunoglobulina
(G, A, M, E, D) presente en mamiferos, constituyendo el 6% de la poblacion presente
en sangre.

Uno de los métodos para determinar el grado de compromiso de la membrana
alveolocapilar consiste en el andlisis del liquido obtenido del LBA. En condiciones de
alteracion de la permeabilidad de la membrana alveolocapilar, aumenta el paso de
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moléculas grandes desde el espacio intravascular al espacio intraalveolar por difusion
pasiva.

Para la cuantificacion de IgM en el LBA se uso el kit de ELISA para IgM (Rat IgM
quantification ELISA kit, Immunology Consultants Laboratory ICL U.S.A). Para la
correcta valoracion se prepar6 una curva patron con un estandar comercial de IgM (0,
31.25, 62.5, 125, 250, 500 y 1000 ng/ml.

Principio
Se emplearon 12 placas de 8 pocillos. En este ensayo todos los pocillos de la placa
estaban impregnados con anticuerpos anti-IgM de rata.

Se basa en el principio del ELISA sandwich doble anticuerpo. En este ensayo, la IgM
presente en las muestras reaccionan con los anticuerpo anti-lgM que estan adheridas
a la superficie de los pocillos de la placas de poliestireno. Seguidamente se eliminan
de la placa las proteinas que no se unieron mediante lavados, para luego adicionar los
anticuerpos conjugados con la peroxidasa horseradish (HRP- Horseradish
peroxidase). Estos anticuerpos marcados con el enzima forman complejos con la IgM
que previamente se unieron a los anticuerpos anti-lgM adheridos a la placa.
Seguidamente se procedi6 a realizar lavados para luego adicionar el susbtrato
cromogénico 3,3",5,5 -tetrametilbencinina (TMB). Este substrato interaccionara con el
complejo Anti-IgM-HRP*IgM*Anti-IgM. La cantidad de la unién enzimatica dependera
de la concentracion de IgM de la muestra analizada. Se midi6 la absorbancia de las
muestras analizadas a 450 nm para evaluar la concentracién de IgM en las muestras.
Los valores de absorbancia obtenidos de las muestras se interpolaron con la curva
estandar construida con los estandares, proporcionando una medida relativa de la
concentracion de IgM. Ademas se corrigieron por el factor de dilucién.

En resumen, La determinacién de Ig M en el LBA se hizo por duplicado, utilizando 100
pul de muestra. La IgM presente en el LBA se une a los anticuerpos anti-igM
absorbidos a la superficie de los pocillos de la microplaca. A continuacién, se incuba
con anticuerpos anti-lgM conjugados con peroxidasa. Finalmente se afiade el
substrato cromogénico 3,3", 5,5 -tetrametilbencidina (TMB) en presencia de H,O. La
reaccion enzimética se detiene con una solucion de &cido sulfurico y la formacion de
producto amarillo se mide a 450 nm. La concentracion de anticuerpos en la muestra es
proporcional a la absorbancia del producto de reaccién.

Cuantificacién de citoquinas en suero, tejido pulmonar y tejido intestinal (IL-6,
MCP-1, MIP-2, TNFa y IL-1B)

IL-6

Se homogeniz6 aproximadamente 50 mg de tejido pulmonar e intestinal. El suero y los
homogenizados de tejido previamente se diluyeron a la mitad. La determinacion de IL-
6 tanto en el plasma como en el homogeneizado del pulmén y del intestino se hizo por
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duplicado y se usé el mismo volumen de muestra (200 pl). Para la cuantificacion se
usO el kit de ELISA para rata IL-6 (R&D Biosystems, Minneapolis, USA). Para la
correcta valoracién se prepard una curva patron (2000-62.5 pg/ml). Se utilizé6 una
curva patron de IL-6 (62.5, 125, 250, 500, 1000, 2000, 4000 pg/ml).

Se emplearon placas de poliestireno de 96 pocillos unidas a anticuerpos monoclonales
anti-IL-6 de rata. La placa se incubd durante 2 horas a Temperatura Ambiente (TA).
Después se lavd la placa con PBS/Tween-20 0.05% (v/v) para eliminar las proteinas
gue no se unieron, para a continuacion volver a incubar durante 2 h a TA con un
segundo anticuerpo policlonal anti-IL-6 unido a una peroxidasa, los cuales se unen a
los anticuerpos IL-6 previamente anclados a la placa. Después de este periodo se
vuelve a lavar para remover los anticuerpos que no se unieron, para posteriormente
incubar con una mezcla de peréxido de hidrégeno y TMB. Dicho reactivo se preparé
15 minutos antes de usarlo. La reaccién se paralizé al adicionar acido clorhidrico
diluido y se leydé a una absorbancia de 450 nm en el lector de placas F129024
(TECAN, Genious plus, Australia). La cuantificacion de la concentracion de IL-6 de las
muestras se realiz6 mediante regresion lineal e interpolacion de las absorbancias (450
nm) de las muestras de la curva patron.

MCP-1

La determinacion de MCP-1 en plasma y homogeneizado de tejido pulmonar e
intestinal se hizo por duplicado, utilizando el mismo volumen de muestra. El plasma y
el homogeneizado previamente se diluyeron cuatro veces.

La cuantificacién se llevd a cabo con un ELISA, utilizando el kit de inmunoensayo
para rata JE/MCP-1 (R&D Biosystems, Minneapolis, USA). Se emplearon placas de 96
pocillos. Se utilizé6 una curva patrén de MCP-1 con un rango de (15.6, 31.2, 62.5, 125,
250, 500, 1000 pg/ml)

Se vertid a cada pocillo 50 pl de la muestra y 50 ul de las distintas concentraciones
para la curva patrén (500 -15.6 pg/ml) y se mezclé con 50 ul de PBS/FBS al 10% (v/v).
Las muestras fueron incubadas durante 2 h a TA en esta placa cuyos pocillos
estuvieron unidos a anticuerpos monoclonales JE/MCP-1 de rata. Seguidamente, se
lavé con PBS/Tween-20 0.05% (v/v) para descartar las proteinas que no se unieron.
Posteriormente, la placa fue incubada por 2 h a TAcon un segundo anticuerpo
policlonal JE/MCP-1 anti-rat unido a una peroxidasa que se uniran a MCP-1
previamente unida a los anticuerpos que cubrian la placa. A continuacion se procedié
a lavar para desprender de los anticuerpos que no se unieron, y seguidamente se
incub6 30 minutos con una mezcla de peréxido de hidrégeno y TMB, reactivo que se
preparé 15 minutos antes de ser utilizaado. La reaccién se paralizé con una solucién
de &cido clorhidrico diluida y se leyé a 450 nm en un lector e placas F129024 (TECAN,
Genious plus, Australia). La cuantificacion de la concentracion de MCP-1 de las
muestras se realiz6 mediante regresion lineal e interpolacion de las absorbancias (450
nm) de las muestras de la curva patron.
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MIP-2

La determinacion de MIP-2 en plasma y homogeneizado de tejido pulmonar e
intestinal se hizo por duplicado. Se utilizé el mismo volumen de muestra. El plasma y
los homogeneizados de tejido e intestino no se diluyeron.

El MIP-2 se cuantific6 mediante un ELISA, utilizando un kit de inmunoensayo
Quantikine ELISA CINC-3 para rata (R&D Biosystems, Minneapolis, USA). Se
emplearon placas de poliestireno de 96 pocillos. Para la correcta valoracion se utilizé
una curva patron de MIP-2 31.2, 62.5, 125, 250, 500, 1000, 2000 pg/ml.

Se vertidé a cada pocillo 50 pl de la muestra y 50 ul de las distintas concentraciones
para la curva patrén (1000 -31.2 pg/ml) y se mezclé con 50 ul de PBS/FBS al 10%
(v/v). Las muestras fueron incubadas durante 2 h a TA en esta placa cuyos pocillos
estuvieron unidos a anticuerpos monoclonales CINC-3/MIP-2 de rata. Seguidamente
se lavo con PBS/Tween-20 0.05% (v/v) para descartar las proteinas que no se
unieron. A continuacién, la placa fue incubada por 2 h a TA con un segundo anticuerpo
policlonal CINC-3/MIP-2 anti-rat unido a una peroxidasa, que se unird a MIP-2
previamente unida a los anticuerpos que cubrian la placa. Después, se procedio a
lavar para desprender los anticuerpos que no se unieron y seguidamente se incub6 30
minutos con una mezcla de peroxido de hidrégeno y TMB, reactivo que se prepar6 15
minutos antes de utilizarlo. La reaccion se paralizd con una solucion de &cido
clorhidrico diluida y se leyé a 450 nm en un lector de placas F129024 (TECAN,
Genious plus, Australia). La cuantificacion de la concentracion de MIP-2 de las
muestras se realiz6 mediante regresién lineal e interpolacion de las absorbancias (450
nm) de las muestras de la curva patrén.

TNF-a

La determinacion de TNF-a en plasma y homogeneizado de tejido pulmonar e
intestinal se hizo por duplicado, utilizando el mismo volumen de muestra. El plasma y
el homogenizado previamente se diluyen a la mitad.

La cantidad de TNF-a se evalu6 por ELISA. Para la cuantificacion se utilizé un kit de
Inmunoensayo-ELISA Quantikine para TNF-a (R&D Biosystems, Minneapolis, USA).
Para la correcta valoracién se utilizé una curva patron de MIP-2 con un rango de 31.2,
62.5, 125, 250, 500, 1000, 2000 pg/ml.

Se utilizé una placa de poliestireno de 96 pocillos, cuya superficie estaba unida a un
anticuerpo monoclonal anti TNF-a. Se vertié 50 pl de muestra y 50 pl de las diluciones
de TNF-a para la curva patron a los pocillos y se mezclé con 50 pl de PBS/FBS 10%
(v/v). Las muestras se incubaron 2 h a TA luego se lavaron con PBS/ Tween-20 0.05%
(v/v) para eliminar proteina que no se unid. Seguidamente, se adicioné un segundo
anticuerpo policlonal anti TNF-a unido a una peroxidasa, que se une a TNF-a
previamente unido a los anticuerpos de placa. A continuacion, se procedié a lavado de
la placa para descartar los anticuerpos que no se unieron, para posteriormente
adicionar una mezcla de peréxido de hidrégeno y TMB. Este reactivo se prepar6 15
minutos antes de la reaccién. Finalmente, la reaccion se paralizdé con una solucion de
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acido clorhidrico diluido. Se realizé la medida espectrofotométrica a 450 nm en un
lector de placas. F129024 (TECAN, Genious plus Australia). La cuantificacion de la
concentracion de TNF-a de las muestras se realiz6 mediante regresion lineal e
interpolacion de las absorbancias (450 nm) de las muestras de la curva patron.

IL-18

La determinacion de IL-1B en plasma, BAL y homogeneizado de tejido pulmonar se
hizo por duplicado, utilizando el mismo volumen de muestra. Se hizo una dilucién de
1/10 en el plasma. En en el homogeneizado de tejido pulmonar no se hizo dilucién.
Para la correcta valoracion se utilizé una curva patrén de IL-1B (31.2, 62.5, 125, 250,
500, 1000, 2000 pg/ml).

La cantidad de IL-1B se evalud por ELISA. Para la cuantificacion se utilizé un kit de
Inmunoensayo-ELISA Quantikine para IL-13 (R&D Biosystems, Minneapolis, USA).

Se utilizé una placa de poliestireno de 96 pocillos, cuya superficie estaba unida a un
anticuerpo monoclonal anti IL-1B. Se vertié a los pocillos 50 pl de muestra y 50 pl de
las diluciones de IL-1B para la curva patron y se mezclé con 50 pl de PBS/FBS 10%
(VIv).

Las muestras se incubaron 2 h a TA. A continuacion, lavaron con PBS/ Tween-20
0.05% (v/v) para eliminar proteina que no se uni6. Seguidamente, se adiciond un
segundo anticuerpo policlonal anti IL-18 unido a una peroxidasa que se une a L-1B
previamente unido a los anticuerpos de la placa. Posteriormente, se procedi6 a lavado
de la placa para descartar los anticuerpos que no se unieron, y se adicioné una
mezcla de peroxido de hidrégeno y TMB.

Este reactivo se prepardé 15 minutos antes de la reaccion. Finalmente, la reaccion se
paraliz6 con una solucion de acido clorhidrico diluido. Se realiz6 la medida
espectrofotométrica a 450 nm en un lector de placas (F129024 TECAN, Genious plus,
Australia). La cuantificacion de la concentracion de IL-1B de las muestras se realiz6
mediante regresion lineal e interpolacion de las absorbancias (450 nm) de las
muestras de la curva patron.

Semicuantificacion de TLR-4 por electroforesis y Western blot

Las proteinas del tejido pulmonar fueron extraidas y su concentracion se determind
mediante el ensayo de BCA (ver Capitulo 2, puntos 4.9 y 4.10). Segun la
concentracion obtenida se calculé el volumen de muestra a cargar en el gel para 40 ug
de proteinas.

Se separ6 40 pg de proteinas por electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato sédico unidimensional (poliacrilamida 40%, TrisHCI 1M pH 8.8, SDS
10%, persulfato de amonio 10%, TEMED), siendo el gel concentrador del 5% vy el
separador del 8% de acrilamida. Se cargd en los pocillos del gel cada muestra. Se
aplicé un voltaje de 150 V y 0,6 A durante una hora en una camara fria.
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Transcurrido la hora de desarrollo electroforético, las proteinas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratorios, Hercules, Germany CA). La
transferencia se desarrollé6 a 150 V, 0.4 A, durante 1,5 h, en frio y con tampon de
transferencia compuesto por Tris-HCI 25 Mm pH 7.4, glicina 190 Mm y metanol al 20%
(V/V).

Una vez realizada la transferencia, las membranas fueron incubadas en tampo6n de
blogueo [leche al 5% (p/v) disuelta en PBS y Tween-20 al 0,1% (v/v)] durante 2 horas
a temperatura ambiente (TA). Posteriormente, se adiciond el anticuerpo primario anti
TLR-4 (anticuerpo monoclonal anti TLR-4 desarrollados en ratdn por Abcam
[76B357.1]. United Kingdom) a una diluciéon de 1:500 en el tampén de lavado [PBS con
Tween-20 al 0,1% (v/Vv)] y se incubé durante la noche a 4°C.

Las membranas fueron incubadas en tampdn de lavado mas el anticuerpo secundario
anti-mouse 1gG conjugado a peroxidasa (Cell Signaling technology [#7076]), a una
dilucién (1:1000) en el tampén de lavado durante 2 horas a TA. Posteriormente, tras
una seie de lavados, la sefial fue revelada por quimioluminiscencia, incubando la
membrana 5 minutos en oscuridad con ECL (Millipore, Billerica, MA). Seguidamente,
se colocod la membrana rapidamente entre dos plasticos lisos inmovilizados y se
introdujo en la méaquina reveladora. Se repitieron las exposiciones a diferentes
tiempos, para conseguir la intensidad correcta.

La semicuantificacibn se hizo por densitometria usando un programa Quantity One
(Bio- Rad Laboratorios Hercules, USA).

Para verificar la cantidad de proteina cargada, las membranas fueron incubadas
durante 30 minutos, a TA y agitacion constante en la solucion de stripping (Glicina 1M
pH 2,5 [Cf=200 mM] 10mL, SDS 20% 2ml y Agua destilada 38 ml) para desmontar los
anticuerpos afiadidos a la membrana. Posteriormente, se lavd 3 veces por 10 minutos
a TA con el tampdén de lavado. A continuacién, se bloque6 de nuevo 1 hora a
temperatura ambiente en agitacion con la solucién de bloqueo. Se incub6 con el
anticuerpo  monoclonal primario anti B- actina (anticuerpo monoclonal B-actina
desarrollado en raton, Sigma-Aldrich, St. Louis, E.U.) a una concentracion de 1ug/ml.

Andlisis de expresidn de genes de las citoquinas:IL-6, MCP-1, MIP-2, TNF-a,
CCR2 y CXCR2 en tejido pulmonar e intestinal (RT-Q-PCR a tiempo real)

Extraccion y Cuantificacion del RNAm

Para aislar el RNA en tejido pulmonar (muestra de lébulo inferior derecho) se utilizé el
RNeasy Mini kit (Quiagen, Hilden,Germany), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se pes6 aproximadamente 50 mg de tejido pulmonar congelado y se introdujo, junto
con 600 pl del tampdn de lisis B- mercaptoetanol:Tampon RLT plus (1:100), en el
interior de un tubo con perlas de ceramica. Estos tubos se colocaron en el interior de
un aparato MagNAlyser (Rochediagnostics GmbH Mannhein, Germany).

El homogenizado se centrifug6é por un minuto a 130000 rpm a 4°C y el sobrenadante
se transfiri6 a una columna para eliminar el DNA gendmico proporcionado por el
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fabricante. A continuacién se procedi6é a centrifugado a 8000 g durante 30 segundos a
4°C.

El eluido se mezcl6 con etanol al 70% y esta solucion se transfirio a una columna
RNase spin que retiene el RNA en la membrana. Posteriormente, se centrifugd 30
segundos a 8000 g a 4°C, hasta que todo el fluido atraviesa la columna y se descarta
el eluido.

La columna se lavd y se traté con un kit RNasa libre de DNAsa (Quiagen, Hilden,
Germany) durante 20 minutos, para eliminar alguna traza de DNA que contamine la
muestra. Seguidamente, se lavd varias veces y la columna se centrifugé 1 minuto a
16000 g para eliminar posibles trazas de DNA. Finalmente, se afade a la columna 40
ul de agua libre de RNasa para obtener en el eluido el RNA.

Para la valoracion de la concentracién y pureza del RNA, se realizé una lectura
espectofotométrica por duplicado a 260 y 280 nm (espectrofotémetro NanoDrop ND-
1000, Nano Drop Technologies Inc, Wilmington, DE).

La lectura a 260 nm permitio calcular la concentracion del &cido nucleico en la muestra
(1 unidad de DO corresponde a una concentracion de 40 ug/ml de RNA)

La relacién entre absorvancia A260/A280 indica el grado de pureza de la muestra.
Cuando la relacion entre 1,8-2,1 es un indicativo de un buen grado de pureza de RNA.
280 nm es el pico de absorcion de las proteinas o del fenol. Se considera que una
relaciéon de 1,9-2,1 es indicativa de un buen grado de pureza de RNA (Sambrook y
cols. Manual de laboratorio: Clonacion molecular. Cold Spring Harbor Laboratory. 1989
4" edicion)

Transcripcion reversa (sintesis de cDNA)

La transcripcion reversa fue realizada usando 1 pg de RNA total y siguiendo las
instrucciones del kit High Capacity cDNA Reverse Transcriptions (Applied Biosystems.
USA).

En primer lugar, se preparé una solucién a una concentracion 2x de la Reverse
Transcriptions Master Mix, cuyos componentes se reflejan en la tabla 1.

Se utlilizé una placa de 96 pocillos. Se verti6 10 L a cada pocillo de la Reverse
Transcriptions Master Mix 2x y 10 pl de la muestra de RNA total, con un volumen final
de 20 pl. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador. La PCR se programo
con las siguientes condiciones: 25°C 10 minutos y 37°C 120 minutos. Se detuvo la
reaccion inactivando la enzima a 85°C 5 minutos. ElI cDNA resultante se guardé a -
80°C hasta su uso.
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Tabla 1. Componentes la de Transcripcion Reversa Master Mix

Componentes Volumen /Reaccion (uL)
Buffer RT 10X 2.0

dNTP Mix (100Mm) 25X 0.8

RT Random Primers 10X 20

Transcrptasa reversa MultiScribe™ 1.0

Inhibidor de la RNasa 1.0

Agua libre de nucleasas 3.2

Total de reaccion 10.0

Andlisis de la expresion génica mediante PCR cuantitativa (qPCR) en tiempo real

Para estos ensayos, se parti6 del cDNA obtenido segln se explica en el apartado
anterior. Para la gPCR en tiempo real se utilizaron los siguientes ensayos disefiados y
validados por TagMan Gene Expresion Assay (Applied Biosystems, USA): MCP-1
(Rn00580555_m1), TNF-a (Rn01525859 gl1), CCL2 (Rn00580555 m1l), IL-6
(Rn99999011_m1), CCR2 (Rn01637698_s1), CXCR2 (Rn02130551) y para el gen
normalizador 18S (Hs99999901 s1).

Una vez preparada la mezcla de reaccion (Tabla 2), las reacciones se llevaron a cabo
en un termociclador 7500 Fast Real-Time PCR system (Applied Biosystems, USA). Se
utilizé un sistema de deteccién basado en colorantes fluorescentes acoplados a las
sondas (6FAM para los genes de citoquinas y VIC® para el gen normalizador). La
gPCR se programé con las siguientes condiciones de reaccion: 50°C 2 minutos y
desnaturalizacion y activacion del AmpliTaq Gold, UP(UltraPure) enzyme a 95°C 10
minutos, 40 ciclos de desnaturalizacién a 95°C 15 segundos, anillamiento a 60°C 60
segundos.

Los resultados es analizaron por el método del Cy comparativo (AACy) (Livak 2001),
normalizando con los niveles de expresion de 18s mediante el software 7500 Fast
Real-Time PCR system (Version 2.01) (USA). Los datos finales fueron representados
como los cambios de expresion normalizados.
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Componentes de

Tabla 2. Mezcla de Reaccion para la Q-PCR

Volumen por 50 pl

Volumen por 20 pl

Concentracion

Reaccion de muestra de muestra final
TagMan Gene 25.0 10.0 1X
Expression Master Mix

(2x)

Forward primer 5.0 2.0 50-900 nM
Reverse primer 5.0 20 50-900 nM
TagMan probe 5.0 2.0 50 a 250 nM
Muestra de DNA 5.0 2.0 10 a 100 ng
Agua 5.0 20 -

Total 50.0 20.0 -

Analisis histologico de los pulmones

Se practic6 una esternotomia para aislar el bloque cardiopulmonar. El bronquio
izquierdo se disecO y se canaliz6 con un Abbocath 16G para instilar formaldehido al
4%. Seguidamente, se sumergi6 el pulmon izquierdo en un envase con formaldehido
al 4% y se guardd a TA durante 48 horas.

Protocolo

a)
b)

)
9)

El tejido se fijé en formaldehido al 4% como previamente se ha descrito.

El tejido se cort6 transversalmente en tres secciones de 3 mm de espesor (al
nivel del hilio, inmediatamente por encima e inmediatamente por debajo).
Posteriormente, la muestra fue deshidratada con alcoholes escalonados en
graduacion creciente (60%, 65%, 95% y alchohol absoluto).

Se eliminé el alcohol del tejido mediante xileno.
Se incluyd e infiltré el tejido en parafina. La temperatura no excedio los 58°C.

Se corté en secciones de 7 um y se mont6 sobre un portaobjetos de cristal
limpio. Se aplico una capa de adhesivo o un agente sustitutivo como la poli-L-
lisina, que mejora la adherencia del tejido.

Se sec6 al aire entre 12 a 24 horas a TA toda la noche a 37°C.

Las secciones se tifieron con hematoxilina-eosina (HE).

Tincién con HE

Existen

multiples variantes de tinciébn con HE, segun se emplee un tipo u otro de

eosina y de hematoxilina (p.ej., Harris). Por lo comdn, este método siempre consta de
una fase inicial, en la que se colorean los nucleos celulares con la hematoxilina, y una
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fase ulterior de contraste citoplasmatico y de los componentes extracelulares con la
eosina.

Resultados:
* Ndcleos: azul negro.
» Eritrocitos: de naranja a rosa.

» Estructuras restantes: de rosa a rojo.

Se eligieron diez campos de cada seccion, que fueron analizados por el patélogo
mediante microscopio optico (Nicon Eclipse 80i microscopy). Para cuantificar el dafio
pulmonar se emple6é un indice basado en trabajos precedentes de Muscedere y
Kavanagh [89] segun ha sido utilizado previamente por nuestro grupo. Este indice se
basa en el hallazgo de necrosis de neumocitos tipo | y formacién de membranas
hialinas. Se asigna una puntuacion de 0 (ausencia de membranas), 1 (membranas
hialinas presentes en 1-25 por cada 100 campos), 2 (membranas hialinas presentes
en 26-50 campos por cada 100 campos), 3 (membranas hialinas presentes en 51-75),
y 4 (membranas hialinas presentes en >75 campos por cada cien campos).

Evaluacion de la apoptosis (método TUNEL)

Para evaluar si la intensidad de la apoptosis se utiliz6 el método TUNEL (TdT
mediated dUTP Nick-end labelling). Este método consiste en la adicion de
trifosfonucleétidos marcados (dUTP u otros) a las hebras fragmentadas del DNA en su
extremo 3-OH (tanto en nicks como en roturas de doble cadena) empleando la
trifosfodeoxinucleotidil transferasa terminal. El procedimiento consiste en fijar y
permeabilizar las células, adicionar los nucleétidos y la TdT y, una vez finalizada la
polimerizacién, se detecta directamente la fragmentacion del DNA mediante la adicion
de fluoréforos o indirectamente mediante la adicion de anticuerpos.

Se hicieron cortes de 4 um de grosor del tejido pulmonar embebido en parafina y se
hizo una tincion con fluoréforos (TUNEL) siguiendo las instrucciones del fabricante
(Roche Diagnostics). Para la observacion, analisis y lectura se usé un microscopio de
fluorescencia (Olympus BX51 model, Japén).

El andlisis y cuantificacion de las células TUNEL-positivas se hizo de forma ciega en
ocho campos de forma aleatorizada, con varias amplificaciones.

Los cortes te tejido pulmonar embebidos en parafina fueron desparafinados con calor
a 60°C y xileno, rehidratados con etanol al 100%, 95% y 70%, e incubados con
proteinasa K a 37°C durante 30 minutos, y aclarados dos veces con un tampdn
fosfato salino (PBS 1X —Dulbecco’s Phosphate-Buffer Saline. Gibco Grand Island, NY
E.U). Se prepard la mezcla de reaccion de TUNEL siguiendo las instrucciones del
fabricante (450 pl de solucion de marcaje y 50 ul del enzima), mantenido en hielo
hasta el momento de su uso. Se encubdé con 50 pl de mezcla de reaccion TUNEL cada
corte a 37°C durante 60 minutos en un ambiente himedo en ausencia de luz
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ambiental. Para el control negativo adicionamos al corte sélo 50 yu de solucién de
marcaje.

Para la preparacion microscoOpica, los cortes se montaron en portaobjetos con
PBS/glicerol. Las imagenes se visualizaron con un microscopio de fluorescencia
utilizando un filtro verde con una longitud de onda entre 515-565 nm.

Analisis estadistico

Las variables cualitativas se compararon mediante el test de la chi cuadrado. Las
variables cuantitativas se compararon mediante un ANOVA para varios factores,
segun el disefio del experimento. Por ejemplo, considerando los factores Vi y
tratamiento con DDS. Se describe la significacion estadistica de la comparacién de los
grupos dos a dos, utilizando la correccion de Bonferroni, cuando el ANOVA de la
comparacion global indica un efecto significativo (p<0.05).

La identificacion del valor de presién en la via aérea que se asocia con mayor dafio
pulmonar se realizé6 mediante el analisis del area bajo la curva ROC, seleccionando el
valor de presion en la via aérea con mayuor sensibilidad y especificidad.

Los valores se representan como media + error tipico (error estandar).

Se condider6 significativo un valor de p<0.05.

5. Resultados

Efectos de la DDS sobre el crecimiento de bacterias del tracto digestivo

Para verificar que las ratas fueron descontaminadas de forma eficaz, se obtuvo una
muestra de exudado rectal mediante hisopado antes de recibir la DDS o vehiculo 24
horas antes del experimento (periodo de ventilacibn mecanica, que se inici6 a t=0
min). El hisopado se sembré siguiendo el método del cuarto cuadrante y 48 horas
después se hizo una estimacién semicuantitativa, segin el método de Leonard (como
se describe en el capitulo 1).

Nuestros resultados indican que en situacion basal (antes de administrar el tratamiento
con DDS o vehiculo) se identificaron bacterias Gram-negativas, que fueron
erradicadas 24 horas tras la administracion de DDS o vehiculo (Fig.1B). La figura
indica el cuenteo de bacterias antes de la primera dosis de DDS y 24 horas después,
tanto en las ratas que subsiguientemente (tras el segundo cultivo) iban a recibir V;
bajo como las que iban a recibir V+ elevado. Tan sélo tres animales (en el grupo de V¢
alto) permanecieron sin descontaminar a las 24 horas de la dosis de DDS.
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Figura 1. Recuento semicuantitativo de bacilos entéricos Gram-negativos (cultivo
fecal) a las 24 horas de tratamiento
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En Ay B se hizo un recuento semicuantitativo de enterobacterias gram-negativas tras la administracién de
DDS y 24 h después de la dosis de DDS (justo antes del inicio del periodo de ventilacion mecéanica de
2,5h de duracién). *p<0,05 versus recuento antes de la dosis de DDS

Efectos de la DDS sobre la estructuray funcion de los diferentes 6rganos
Efectos sobre la funcién cardiovascular (Tabla 3, Fig.2)

Los valores registrados a lo largo del experimento estan dentro de un rango normal
para la rata.

Efecto de la ventilaci6n mecéanica

El grupo de ratas ventiladas con V- elevado (no tratadas con DDS) present6 al final del
experimento (t=150 min) una PAM significativamente menor que al inicio (t=0 min).

Asimismo, las ratas que recibieron un V; bajo presentaron al final del experimento
(t=150 min) una PAM significativamente menor que el inicio (t=0 min).
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El cambio de la PAM a lo largo del tiempo desde t=0 min hasta el t=150 min (delta de
PAM) fue mayor aunque no de forma significativa en los animales que recibieron V+
elevado que en aquellos que recibieron V¢ bajo.

Efecto de la DDS

El tratamiento con DDS no indujo ningin cambio en la PAM de los animales
sometidos a Vr bajo.

Efectos de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilacion mecanica

El grupo de ratas ventiladas con V; elevado (en ratas tratadas con DDS) present6 al
final del experimento (t=150 min) una PAM significativamente menor que al inicio (t=0).

Asimismo, las ratas que recibieron V bajo presentaron al final del experimento (t=150
min) una PAM significativamente menor que al inicio (t=0 min).

El cambio de la PAM a lo largo del tiempo desde el t=0 hasta el t=150 (delta de PAM)
fue significativamente mayor en los animales que recibieron V; elevado que en
aguellos que recibieron Vt bajo.

En resumen, la aplicacién de V; elevado se asocia con una disminucién progresiva de
la PAM (que alcanza la significacion estadistica sélo en el grupo tratado con DDS).
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Figura 5. Efecto de la ventilacién mecanica y del tratamiento con DDS sobre la

presion arterial media
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Tabla 10. Efecto de la ventilaciébn mecanica y de la DDS sobre la presion arterial
media (mmHgQ).

Vr Tratamiento t=0 t=150
V1 Bajo VEH 118+14,4 92+11,2 1
DDS 110+17,1 93+17,3 1
PAM (mmHgQ)
V7 Alto VEH 120+16,2 82+17,3 1
DOS 120,814 85,1+16

El valor delta indica diferencia entre el t=0 y el t=150 min. Los valores son mediatDE
1 p<0.05 vs. T=0 min
*p<0.05 vs. V1 Bajo + VEH

#p<p<0.05 vs. V7 Bajo + DDS

Efectos sobre la mecéanica respiratoria
Presion pico de la via aérea (Tabla 4, Fig.3)

Se observd un aumento de la PIP desde t=-5 min (basal) a t=0 min en los animales
sometidos a V; elevado (al inico del experimento), debido al aumento de flujo
inspiratorio para alcanzar el V1 deseado (25 ml/kg).

Efecto de la ventilacidn mecéanica

La PIP aumenté significativamente desde el t=0 min en los animales sometidos a V+
elevado, mientras no se aprecié ningun cambio en la PIP en los animales que
recibieron Vt bajo.

El cambio de la PIP desde el t=0 min hasta t=15 min (delta de PIP) fue
significativamente mayor en los animales que recibieron V1 elevado que en los que
recibieron V1 bajo.

Efecto de la DDS

El tratamiento con DDS no se asocié con un cambio alguno en la PIP (en los valores
basales en su evolucion a lo largo del tiempo) en los animales que recibieron V+ bajo.
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Efectos de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilacion mecanica

La administracion de Vr elevado (en ratas tratadas con DDS) se asocié con una
elevacion significativa de la PIP desde el t=0 min hasta el t=150 min.

El incremento de la PIP (delta de PIP) inducido por la ventilacion mecénica con Vy a lo
largo del experimento fue similar en el grupo tratado con DDS que en el grupo tratado
con vehiculo.

En resumen,
(a) La aplicacién de Vr elevado se asocia con el aumento de la PIP.

(b) El tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilacién
mecanica sobre la evolucién de la PIP.

Figura 3. Efecto de la ventilacibn mecéanica y del tratamiento con DDS sobre
parametros ventilatorios: presién pico de la via aérea (PIP)
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Tabla 4. Efecto de la ventilacion y del tratamiento con DDS sobre parametros
ventilatorios: presién pico de la via aérea (cm H,0)

V+ Tratamiento t=5min t=150min Delta

V1 Bajo VEH 17+2,2 18+1,9 9 1+1,3

DDS 17+2,2 18+1,7 1+1,3

V7 Alto VEH 26+4,3 33+10,4 1 7+6,5 *
DDS 25,4+3,3 31+7,9 5,6x4 9 #

El valor delta indica la diferencia entre el t=0 y el t=150 min. Los valores son media + DE

1p<0.05 vs. t=0 min; *p<0.05 vs. Vt Alto + VEH; #p<0.05 vs. V1 Bajo + DDS

Distensibilidad del sistema toracico (Cgs) (Tabla 5, Fig.4)

Se aprecié un aumento de la compliance desde t=-5 min hasta t=0min (al inicio del
experimento) en los animales sometidos a Vr elevado, debido al aumento de flujo
necesario para alcanzar el V1 deseado (25ml/kg).

Efecto de la ventilacion mecénica

Se observé un descenso progresivo de Cgs desde t=0min hasta t=150min en ratas
sometidas a Vr Bajo (En ratas no tratadas con DDS).

El cambio de Cgs en el tiempo desde t=0 min hasta t=150 min (delta) fue mayor en el
grupo que recibié Vy elevado que en el que recibio V1 Bajo.

Efecto de la DDS

El tratamiento con DDS no se asocié con ningun cambio en la distensibilidad del
sistema respiratorio en ratas sometidas a V1 bajo, ni en los valores basales ni en su
evolucién en el tiempo.

Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilacién mecanica

En ratas tratadas con DDS se observd una disminucién de la Crs desde el t=0min
hasta el t=150 min, de forma similar a la disminucién observada en animales no
tratados con DDS.
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La disminucion progresiva de la distensibilidad desde t=0min hasta t=150 min (delta)
inducido por la ventilaciéon mecanica con Vt elevado fue similar en el grupo tratado con
DDS en comparacion con el grupo no tratado.

En resumen,

(a) La aplicacion de V+ elevado se asocia con una disminucion de la distensibilidad
del sistema respiratorio al final del experimento.

(b) ElI tratamiento de la DDS no afecta al cambio inducido por la ventilacién
mecanica con Vt elevado sobre la evolucion de la distensibilidad.

Figura 4. Efecto de la ventilacion y del tratamiento con DDS sobre la distensibilidad
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Tabla 5. Efecto de la ventilacion mecéanica y del tratamiento con DDS sobre la
distensibilidad (ml/cm H,0)

Vt Tratamiento t=5min t=150min Delta
Vt Bajo VEH 0,30%0,05 0,270,049 -0,03+0,03
DDS 0,30+0,1 0,027+0,03 -0,03+0,03
V1 Alto VEH 0,34+0,1 0,30+0,1 1 -0,09+0,04 *
DDS 0,42+0,1 0,33+0,1 9 -0,08+0,05 #

El valor delta indica la diferencia entre el t=0y el t=150 min
Los valores delta indica la diferencia entre el t=0 y el t=150 min. Los valores son media + DE.
*p<0.05 vs V1 Bajoajo + VEH; #p<0.05 vs Vt Bajo + DDS

Resistencia de la via aérea (Rya) (Fig. 5, Tabla 6)
Se aprecio un aumento de la Ry, al inicio del experimento, desde el t=-5 min (basal)

hasta el t=0 min en los animales sometidos a Vt elevado, debido al aumento del flujo
inspiratorio necesario para alcanzar el V1 deseado (25ml/kg).

Efecto de la ventilaci6n mecéanica

La administracion de VT elevado desde el t = 0 min hasta t = 150 min se asocié con
un aumento significativo de la Rya, que no se aprecio en el grupo que recibié V+ Bajo.

El cambio de Ry, €en el tiempo desde t = 0 min hasta t = 150 min (delta) fue mayor en
el grupo que recibié Vr elevado que en el que recibié V1 bajo.

Efecto de la DDS

El tratamiento con DDS en animales que recibieron V1 Bajo no se asoci6 a ningin
cambio en la Ry,, ni en los valores basales ni en su evolucion en el tiempo.

Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilacién mecanica

En los animales tratados con DDS no se observé un aumento de la Ry, desdet=0
min hasta t = 150 min (a diferencia de los animales no tratados con DDS, en los ue se
aprecio un cambio significativo de la Ry, en el tiempo).

El cambio en el tiempo desde t = 0 min hasta t = 150 min (delta Ry,) fue menor en los
animales tratados con DDS que en los animales no tratados.
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En resumen,

(a)La aplicacion de V1 elevado se asocié con un aumento de Ry, al final del

experimento.

(b)EI tratamiento con la DDS atenua el cambio inducido por la ventilacion mecénica

(V+ Allto) sobre la evolucion de la Rya.

Figura 5. Efecto de la ventilacion y del tratamiento con DDS sobre la resistencia
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&p<0.05 vs. Vr Alto + VEH

107



Capitulo 2

Tabla 6. Efecto de la ventilaciéon mecanica y del tratamiento con DDS sobre la
resistencia de la via aerea (cm H,O/L/s)

V1 Tratamiento t=5min t=150min Delta
V: Bajo VEH 106+20,7 97+20,9 -8+9,2
DDS 102+20,6 95+21,3 -7+13,9
V1 Alto VEH 129+23,8 167+58,8 39+58,9 *
DDS 154+27,7 148,+55,7 -1,9439,5 &

El valor delta indica la diferencia entre el t=0 y el t=150 min. Los valores son media +DE.

1p<0.05 vs. t=0 min;*p<0,05 vs. V1 Bajo + VEH;#p<0.05 vs. V1 Bajo + DDS;&p<0.05 vs. Vt Alto + VEH

Efectos sobre la funcidon pulmonar (Fig. 9, Tabla 7)

La funcion pulmonar fue valorada mediante la medicion del intercambio gaseoso y de
la permeabilidad alveolo-capilar.

Intercambio gaseoso (Tabla 7)

Las gasometrias se determinaron en muestras de sangre obtenidas antes del inicio de
la ventilacion mecanica (t = -5min, basal), y al finalizar el experimento (t = 150min).

Los valores basales (t = -5 min) de los gases arteriales y lactato fueron similares en
todos los grupos.

Efecto de la ventilacion mecénica

El grupo que recibié V; elevado presenté una disminucion de la PaO, desde el t = 0
min hasta t = 150 min (que no alcanzé la significacion estadistica), mientras que el
grupo que recibié un V bajo no presentd cambios en la PaO,.

El cambio de la PaO, en el tiempo desde t = 0 min hasta t = 150 min (delta PaO,) fue
mayor en los animales que recibieron V+ elevado que en los que recibieron V; Bajoajo
(no llegando la diferencia a la significacion estadistica).

108



Capitulo 2

Efecto de la DDS

El tratamiento con DDS no se asocié a cambios en la oxigenacién en el grupo que
recibié V1 Bajo, ni en los valores basales ni en su evolucién en el tiempo.

Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilacién mecéanica

Los animales que recibieron DDS presentaron una disminucion estadisticamente
significativa de la PaO, desde el t=0 min hasta 150 min.

El cambio de la PaO, inducido por la administracién de V; elevado desde el t=0 min
hasta t=150 min (delta de PaO,) fue mayor en el grupo tratado con DDS que en el
grupo no tratado.

Los demas valores de gases arteriales y lactato no cambiaron durante el experimento
en ninguno de los subgrupos.

En resumen,

(a)La aplicacién de Vt elevado no se asocio con un deterioro significativo en
la oxigenacion.

(b)EI tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilacion
mecanica (Vr alto) sobre la oxigenacion.
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Tabla 7. Efecto de la ventilaciéon mecanica y del tratamiento con DDS sobre el
intercambio gaseoso y la lactatemia

pH

Pa CO,
(mmHg)

PaO; (mmHg)

HCO3
(mmol/L)

Lactato

Ventilacion mecanica (V1 Alto) sobre la oxigenacion

\%;
V1 Bajo

V1 Alto

Vt Bajo

V1 Alto

V1 Bajo

V1 Alto

Vt Bajo

V1 Alto

Vr Bajo

Tratamiento
VEH

DDS

VEH
DDS

VEH

DDS

VEH
DDS

VEH

DDS

VEH
DDS

VEH

DDS

VEH
DDS

VEH
DDS

t=5min
7,39+0,07
7,43+0,06

7,38+0,07
7,40£0,06

27,47+6,82

25,32+4,58

28,85+5,43
27,89+6,16

170,42+20,59

171,84+17,12

165,50+14,62
170,316+12,18

16,51+1,64

16,44+1,86

16,82+1,95
17,15+2,34

2,44+1,01
2,27+1,06

t=150min
7,38+0,07
7,42+0,06

7,32+0,07
7,35%0,05

27,74+5,93

24,58+4,26

31,45+4,33
31,00+4,09

175,42+23,02

177,16+19,38

143,55+65,24
133,05+69,66

16,27+1,69

15,83+1,99

16,17+2,21
17,22+2,49

0,98+0,33
1,03+0,16

Delta
-0,01+0,07

-0,06+0,054

-0,06+0,094
-0,04+0,08

0,26+4,67

-0,732+4,09

2,6+6,55
3,11+5,88

5,0+13,54

5,32+10,24

-21,95+64,15

-37,26+63,56 #

-0,24+1,25

-0,616+2,412

-0,68+1,56
-0,068+1,56

-1,46+0,99
-1,24+1,04

El valor delta indica la diferencia entre t=0 y el t=150 min. Los valores son media + DE
PaCO,, presion parcial de dioxido decarbono arterial.
PaO.,, presion parcial de oxigeno arterial
HCOjs, bicarbonato arterial
p<0.05 vs. t=0 min

*p<0.05 vs. V¢ Bajo + VEH
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Permeabilidad alveolo-capilar: concentracién de proteinas en el LBA (Fig. 6)

Efecto de la ventilaci6n mecéanica

El grupo de ratas ventiladas con VT Alto (en ratas no tratadas con DDS) present6
una mayor concentracion de proteinas en el LBA, en comparacién con el grupo
que recibioé VT Bajo.

Efecto de la DDS

La concentracién de proteinas en el LBA fue similar en el grupo tratado con DDS
gue en el grupo no tratado con DDS (para los animales con VT bajo).

Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilacion mecanica

En animales tratados con DDS, la concentracion de proteinas en el LBA no fue
significativamente diferente en el grupo ventilado con V; Bajo que el grupo
ventilado con V+ elevado (a diferencia de los animales no tratados con DDS, en
los cuales la administracion de V; elevado se asocié con una elevacion
significativa de la concentracion de proteinas en el LBA).

Sin embargo, entre los animales que recibieron V; elevado, no hubo diferencias
significativas en la concentracion de proteinas en LBA en el grupo que recibi6
DDS y en el grupo que no recibié DDS.

En resumen:

(a) La aplicacion de Vt elevado se asocio con una elevacion de la

concentracion de proteinas en el LBA, en comparacion con la aplicacion de un
V+ Bajo.

(b) El tratamiento con DDS atenta el aumento de la concentracion de proteinas
en el LBA inducido por la ventilacibn mecéanica (Vr Alto).

Figura 6. Efecto de la ventilacion mecanica y del tratamiento con DDS sobre la
permeabilidad alveolocapilar
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Ratio LBA/suero de la concentracion de proteinas (Fig. 7)

Efecto de la ventilacion mecénica

El grupo de ratas ventiladas con V5 alto (no tratadas con DDS) present6 una mayor
ratio LBA/suero de la concentracion de proteinas que el grupo ventilado con V+
bajo.

Efecto de la DDS

La ratio LBA/suero de la concentracion de proteinas fue similar en el grupo tratado
con DDS que en el grupo no tratado con DDS (para los animales que recibieron V¢
bajo).

Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilacion mecanica

Entre los animales que recibieron DDS, la administracién de V+ elevado (en
comparacion con la administracion de Vt bajo) se asocié con una elevacion de la
ratio LBA/suero de la concentracién de proteinas que no llegé a la significacion
estadistica (a diferencia de los animales no tratados con DDS, en los cuales la
administracion de V+ elevado se asoci6 con una elevacion significativa de la ratio).

Sin embargo, la ratio LBA/suero de la concentracién de proteinas en los animales
gue recibieron V5 elevado fue similar en el grupo tratado con DDS que en los
animales no tratados con DDS.

En resumen:

(a) La aplicacion de V+ elevado se asocio con una elevacion de la permeabilidad
alveolo-capilar (medida por la ratio LBA/suero de la concentracién de proteinas).

(b)EI tratamiento con DDS atenta el aumento de la permeabilidad alveolo-capilar
asociado asociado a la administracion con un V; elevado
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Figura 7. Efecto de la ventilacion mecéanica y del tratamiento con DDS sobre la
ratio de proteinas en el LBA
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Concentracién de la IgM en el LBA (Fig. 8)

Efecto de la ventilacion mecénica

El grupo de ratas ventiladas con V+ alto (en ratas no tratadas con DDS) present6 una
mayor concentraciéon de IgM en el LBA que en el grupo de ratas ventiladas con V+
bajo.

Efecto de la DDS

La concentracion de IgM en el BAL fue similar en el grupo tratado con DDS que en el
grupo no tratado con DDS (para los animales ventilados con V+ bajo).

Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilacién mecanica

La administracion de V; elevado (en comparacion con V; bajo) se asocié con una
mayor concentracion de IgM en el LBA (de forma semejante al efecto de la
administracion de V+ elevado observado en animales no tratados con DDS).

Sin embargo, la concentraciéon de IgM en el LBA de animales que recibieron Vit
elevado fue significativamente menor en el grupo tratado con DDS que en el grupo no
tratado con DDS.

En resumen:

(a) La aplicaciéon del Vt elevado se asocié con un aumento de la permeabilidad
alveolo-capilar (valorada por la concentracion de IgM en el LBA).
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(b) EI tratamiento con DDS atenua el aumento de la permeabilidad alveolo-capilar

inducido por la ventilacion mecénica con VT elevado.

Figura 8. Efecto de la ventilacidon mecénica y del tratamiento con DDS sobre la

permeabilidad alveolocapilar

IgM en LBA
4000 *

3000+

2000+

04

IgM
(ng/mL LBA)

Vr Bajo Vr Alto

Los valores son media + DE. LBA, lavado broncoalveolar
*p<0.05 vs. V1 Bajo + VEH
#p<0.05 vs. V1 Bajo + DDS
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Efectos sobre la histologia pulmonar (Fig. 9y 10)

Efectos de la ventilacibn mecanica

Em +VEH
3 +DDS

El grupo de ratas ventiladas con V; alto (no tratadas con DDS) presenté un mayor
indice de dafio pulmonar, en comparacién con la administracién de V+ Bajo.

Efecto de la DDS

No se encontraron cambios histolégicos en las ratas tratadas con DDS en

comparacion con las no tratadas con DDS.

Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilacidon mecanica

En los animales tratados con DDS, la administracion de Vr elevado (en
comparacion con Vr bajo) se asocié con un mayor dafio histolégico (de forma
semejante al efecto de la administracion de Vr elevado observado en ratas no

tratadas con DDS).

El dafio histol6gico pulmonar en animales que recibieron V; elevado fue similar en
el grupo tratado con DDS que el grupo no tratado con DDS.

En resumen,

(a) La aplicacion de Vr elevado se asocié con cambios histolégicos pulmonares.

(b) El tratamiento con DDS no afecta a los cambios histoldgicos inducidos por la

ventilacion mecanica utilizando V+ Alto.
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Figura 9. Efecto de la ventilacion mecanica y del tratamiento con DDS sobre
los cambios histologicos pulmonares
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Figura 10. Efecto de la ventilacibn mecéanica y del tratamiento de la DDS sobre el
parénquima pulmonar.

V1 Alto + VEH V1 Alto + DDS

Panel superior (V1 Bajo): alveolos de apariencia normal, con septos alveolocapilares delgados,
que separan la sangre del espacio alveolar e incluyen las células endoteliales, membrana basal
y células epiteliales.

Panel inferior (V1 Alto): pulmén con VILI ( la mebrana basal del alveolo esta recubierta por el
material resultante de la destruccion de los neumocitos tipo | y que constituyen las membranas
hialinas

Efectos sobre otros 6rganos (Tabla 8)

Se determino al final del experimento la concentracion sérica de glucosa y creatinina,
asi como la actividad enzimatica de lactato deshidrogenasa (LDH), creatinina kinasa
(CK), aspartato aminotransferasa (GOT), y alanina aminotransferasa (GTP).
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Efecto de la ventilacion mecéanica

La aplicacion de V+ elevado (en ratas no tratadas con DDS) se asocié con una mayor
concentracion sérica de glucosa y de la actividad sérica de LDH, CK, GOT y GTP (que
alcanzaron significacién estadistica sélo en el caso de la actividad de CK y de GOT).

Efecto de la DDS

La administracién de DDS no se asoci6 con ningun cambio en las variables
bioquimicas analizadas.

Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilacion mecanica

La aplicacion de V+ elevado (en ratas tratadas con DDS) se asoci6 (de forma
semejante+ a los cambios observados en animales no tratados con DDS) con una
mayor concentracion sérica de glucosa y de la actividad sérica LDH, CK, GPT, asi
como (no alcanzando la significacién estadistica) GOT.

En resumen,

(a) La aplicacion de V1 elevado se asocia con signos de dafio celular sistémico no
especifico de tejido (elevacion de enzimas intracelulares).

(b)EI tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilacibn mecanica
en los signos de dafio celular sistémico.
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Tabla 8. Efecto de la ventilaciébn mecanica y del tratamiento con DDS sobre otros
organos

Tratamiento V:Bajo V+ Alto
Glucosa (mg/dL) VEH 10945,1 119+7,6
DDS 101,+3,5 129,7+6 #
Creatinina VEH 0,6+0,02 0,6+0,10
- DDS 0,7+0,10 0,5+0,04
LDH (1U/L) VEH 320431 698+117
DDS 401451 8461212 #
CK (IU/L) VEH 597491 20424511 *
DDS 879+21 2196+31 #
GOT (IU/L) VEH 83+4,60 145+19,50 *
DDS 95+80 138+17
GTP (IU/L) VEH 33+1,9 50+7,2
DDS 35+2,2 50,4+5,4 #

Los valores son media + DE

LDH, lactato aminotransferasa. CK, creatinin-kinasa. GOT, aspartato aminotransferasa. GTP,
alanino aminotransferasa

A continuacion, nos propusimos a analizar el efecto de la ventilacion mecanica con V+
elevado sobre la respuesta inflamatoria y sobre la apoptosis en tejido pulmonar.

Concentracion de citoquinas y quimioquinas en el tejido pulmonar (Fig.11)

Efecto de la ventilacion mecénica

La aplicaciéon de V+ elevado (en ratas no tratadas con DDS) se asocié con una mayor
concentracion de TNF-q, IL-6, MIP-2, MCP-1 y (no alcanzando la significacion
estadistica) IL-1B, en comparacion con la administracion de V¢ Bajo.
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Efecto de la DDS

En ratas tratadas con DDS la concentracién en tejido pulmonar de TNF-a, MIP-2,
MCP-1 tendi6 a ser mayor que en ratas no tratadas con DDS, sin alcanzar la
significacion estadistica.

Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilacién mecéanica

La administracion de V+ elevado, en comparacion con Vr bajo, se asocié en ratas
tratadas con DDS con un aumento no significativo en la concentracion TNF-a, IL-6,
MCP-1. Este hallazgo contrasta con los cambios significativos en la concentracion de
las mismas citoquinas en ratas no tratadas con DDS.

Sin embargo (a semejanza a los cambios encontrados en ratas no tratadas con DDS),
las ratas tratadas con DDS presentaron una elevacion estadisticamente significativa
de MIP-2, sin cambios en la concentracién de IL-1f, en los animales que recibieron Vr
elevado en comparacién con los que recibieron V Bajo.

En resumen:

(a) La aplicacion de Vt elevado se asocia con una respuesta inflamatoria en el
tejido pulmonar (mayor concentracion de TNF-a, IL-6, MIP-2, y MCP-1).

(b) El tratamiento con DDS atenua la respuesta inflamatoria en el tejido pulmonar
asociada a la ventilacién mecanica (V1 elevado) (menor elevacion de TNF-a, IL-6,
MCP-1).
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Figura 11. Efecto de la ventilacion mecanica y del tratamiento con DDS sobre la
concentracion de citoquinas pro-inflamatorias y de quimioquinas en tejido pulmonar
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Expresiéon de genes en tejido pulmonar (Fig.12)

Efecto de la ventilacion mecéanica

La aplicacién de V5 elevado (en ratas no tratadas con DDS) se asoci6é con una
mayor expresiéon de los genes TNF-a, IL-6, MIP-2 y MCP-1 en comparacién con la
administracion de V+ bajo, y una menor expresion de CXCR2.

Efecto de la DDS

El tratamiento con DDS no indujo cambios en la expresion de los genes
analizados, excepto una menor expresion de MCP-1.

Efectos de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilacion mecéanica

En animales tratados con DDS, la aplicacién de Vr elevado se asocié con una
mayor expresion de los genes TNF-a, IL-6, MIP-2 y MCP-1 en comparacion con la
administracién de Vr bajo, y (no alcanzando la significacion estadistica) una menor
expresion de CXCR2. Estos cambios son semejantes a los observados en los
animales no tratados con DDS.

En resumen,

(a) La aplicacion de V+ elevado se asocid con una mayor expresion de genes
implicados en la respuesta inflamatoria (TNF-a, IL-6, MIP-2 y MCP-1).

(b) El tratamiento con DDS se asocia con una disminucién de la inmunidad en
algunos aspectos (e.g., menor expresion génica de MCP-1).
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Figura 12. Efecto de la ventilacidn mecanica y del tratamientoncon DDS sobre
la expresion de genes de citoquinas, quimioquinas y sus receptores en el tejido
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Concentracion de TLR-4 en el tejido pulmonar (Fig. 13)

Efecto de la ventilacion mecénica

La aplicacion de V1 Bajo se asocié con una mayor expresion de TLR-4 en
comparacion con un grupo no ventilado.

La aplicacion del Vt elevado (en ratas no tratadas con DDS) se asoci6é con una menor
expresion de TLR-4 en comparacién con la administracion de V+ Bajo.

Efecto de la DDS

La administracién de DDS en animales sometidos a VT Bajo no cambi6 la expresion
de TLR-4 (en comparacion con animales no tratados con DDS).

Efectos de la DDS sobre los cambios inducidos por la VM

La aplicacion del Vt elevado (en ratas tratadas con DDS) se asocié con una menor
expresion de TLR-4 en comparaciéon con la administracion de V+ Bajo (disminucién
también observada en los animales no tratados con DDS al recibir VT elevado en
comparacion con VT Bajo).

En los animales sometidos a VT elevado, la expresion de TLR-4 fue similar en el grupo
tratado con DDS que en el grupo no tratado.

En resumen,

(a) La aplicacién de Vt elevado se asocia con una menor expresion de TLR-4 en
comparacion con la aplicacion de V; Bajo.

(b) El tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilacion
mecanica en la expresion de TLR-4 en el tejido pulmonar.
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Figura 13. Efecto de la ventilacion mecanica y del tratamiento con DDS sobre la
concentracion de TLR-4 en tejido pulmonar (Western blot)
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Cambios en la apoptosis (Fig.14 y 15)

Para determinar el grado de apoptosis se cuantificé el nUmero de células positivas
para TUNEL en cortes de tejido pulmonar (ver Métodos).

Efecto de la ventilacion mecénica

La aplicacion de V5 elevado, en comparacion con VT bajo, aumento significativamente
el grado de apoptosis.

Efecto de la DDS sobre la VM

La administracion de DDS no se asoci6é con cambios en el grado de apoptosis.

Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilacién mecanica

El tratamiento con DDS no se asocio con un efecto sobre los cambios inducidos por la
ventilacién mecanica en el grado de apoptosis.
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En resumen;

(a)La aplicacion de V+ elevado indujo un aumento en el grado de apoptosis en el

tejido pulmonar.

(b)EI tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilacion mecénica
en el grado de apoptosis en el tejido pulmonar.

Figura 14. Cuantificacién de apoptosis en las secciones de tejido pulmonar
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Figura 15. Efecto de la ventilacion mecénica y del tratamiento con DDS sobre |
apoptosis en tejido pulmonar (TUNEL)
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Reaccion TUNEL (terminal desoxynucleotidyltransferase-mediated deoxyuridine triphosphate
nick end-labelling) de secciones representativas de cortes de pulmén que corresponden a ratas
sometidas a ventilacion mecéanica durante 2,5 horas previamente tratadas o no tratadas con
DDS. Los nicleos de muchas células del parénquima pulmonar muestran signos de apoptosis
lo cual se traduce en una reaccion positiva para TUNEL y son visualizados como puntos verdes
(aumento x200).

126



Capitulo 2

Efecto de la DDS sobre la inflamacion del tejido intestinal (Fig.16)
Concentracién de citoquinas y quimioquinas en el tejido intestinal

Efecto de la ventilacion mecénica

La aplicacion del Vt elevado (en ratas no tratadas con DDS) se asocid, en
comparacion con la aplicacion de V Bajo, con una menor concentracion de MIP-2,
mientras que no se observé ninglin cambio en otras citoquinas estudiadas.

Efecto de la DDS

Los animales que recibieron DDS presentaron, en comparacion con los que no
recibieron DDS, una menor concentracion de MIP-2 y una mayor concentracion de
IL-6. Otras citoquinas y quimioquinas determinadas presentaron una concentracion
similar en animales tratados con DDS y en animales no tratados con DDS.

Efectos de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilacién mecanica

Entre los animales tratados con DDS, la administracién de V+ elevado (en
comparacion con Vr Bajo) no se asocidé con ningun cambio en las citoquinas
determinadas (mientras que la aplicacion de V+ elevado en ratas no tratadas con
DDS se asocié con una menor concentracion de MIP-2).

En los animales que reciben Vt elevado, la mayor concentracion de IL-6 y la menor
concentracién de MIP-2 en animales tratados con DDS en comparacion con los no
tratados con DDS ha de ser interpretado con cautela, puesto que esta diferencia
(entre tratados y no tratados con DDS) ya esta presente en los animales que
reciben V1 Bajo. Por tanto, el efecto de la DDS sobre IL-6 y MIP-2 se debe méas
probablemente a un cambio en la situacién basal relacionado con la administracién
de DDS, y no a una modulacién por la DDS del efecto de la ventilacibn mecanica
sobre IL-6 y MIP-2.

En resumen,

(a) La aplicacion de V elevado se asocia con una menor concentracion de MIP-2 ,
lo cual puede interpretarse como una respuesta anti-inflamatoria en el tejido
intestinal inducida por la ventilacién mecénica.

(b) El tratamiento con DDS se asocia con una disminucién de la concentracion de
MIP-2 y un aumento de la concentracion de IL-6, lo cual puede interpretarse como
una respuesta anti-inflamatoria en el tejido intestinal inducida por el tratamiento
con DDS.

(c) Nuestros resultados no indican que la respuesta inflamatoria intestinal a la
ventilacién mecanica se encuentre modulada por el tratamiento con DDS.
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Figura 16: Efecto de la ventilacion mecanica y del tratamiento con DDS sobre
la concentracion de citoquinas y quimioquinas en el tejido intestinal
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Expresiéon de genes en el tejido intestinal (Fig. 17)

Efecto de la ventilaci6bn mecénica

La aplicacién de Vr elevado (en ratas no tratadas con DDS) se asocié con una
menor expresion del gen de MIP-2 y su receptor CXCR2, asi como (no
significativamente) de IL-6, en comparacion con la administracion de V Bajo.

La expresion de otros genes analizados no se modific6 por la ventilacion
mecanica.

Efecto de la DDS

El tratamiento con DDS se asocié con una menor expresion de IL-6, MIP-2 y su
receptor CXCR2. No se encontraron cambios en la expresion de otros genes
analizados.

Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilacion mecanica

En animales tratados con DDS, la aplicacion de V; elevado (en comparacién con
V: Bajo) no se asocid con ningdn cambio en la expresién génica (mientras que en
animales no tratados con DDS la expresion de MIP-2 y de CXCR2 disminuy0).

Adicionalmente, en animales sometidos a VT elevado la expresién génica de MIP-
2 y de CXCR2 fue menor en los tratados con DDS que en los no tratados con
DDS.

En resumen,

(a) la aplicacion de V1 elevado se asocia con una respuesta antiinflamatoria
(menor expresion del gen de MIP-2 y CXCR2);

(b) el tratamiento con DDS se asocia con un efecto antiinflamatorio (disminucion de
la expresion de los genes de IL-6, MIP-2, CXCR-2);

(c) el tratamiento con DDS atenda la respuesta inducidos por la VM- con VT
elevado (menor elevacion de MIP-2 y CXCR2 en animales sometidos a VT
elevado).
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Figura 17. Efecto de la ventilaciobn mecanica y del tratamiento con DDS sobre la
expresion de genes de citoquinas, quimioquinas y sus receptores en tejido intestinal
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Efecto de la DDS sobre la respuesta inflamatoria sistémica (Fig. 18)

Concentracién de citoquinas en suero

Efecto de la ventilacion mecénica

La aplicacion del V; elevado, en comparacién con VT Bajo (en ratas no tratadas
con DDS), se asoci6é con un aumento significativo de la concentracion sérica de
MIP-2, sin apreciarse cambios en las otras citoquinas analizadas.

Efecto de la DDS

El tratamiento con DDS se asoci6é con una disminucion de la concentraciéon de
TNF-ay IL-6.

Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilacidn mecanica

Los animales tratados con DDS presentaron al administrar un V; elevado (en
comparacion con V1 Bajo) una elevacién de la concentracion sérica de IL-6 (este
cambio contrasta con los hallazgos observados en los animales no tratados con
DDS, en los cuales se observé un aumento de MIP-2).

La concentracion sérica de las citoquinas estudiadas (excepto la IL-6) no presentd
cambios al aplicar V; elevado (en comparacion con V+ Bajo) en animales tratados
con DDS, mientras que los animales no tratados con DDS mostraon un aumento
significativo de MIP-2 al administrar VT elevado.

En los animales sometidos a VT elevado, la concentracion de TNF-a y IL-6 fue
menor en los tratados con DDS que en los no tratados con DDS.

En resumen,

(@) La aplicacion de Vi elevado aumenta, en comparacion con VT Bajo, la
concentracion sérica de MIP-2.

(b) El tratamiento con DDS se asocia con cambios anti-inflamatorios (disminucién
de TNF-a e IL-6).

(c) El tratamiento con DDS bloquea los efectos pro-inflamatorios inducidos por la
ventilacion mecéanica con VT elevado (menor concentracion de TNF-a y IL-6 en
animales sometidos a ventilacibn mecéanica con VT elevado en animales tratados
con DDS).
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Figura 18. Efecto de la ventilacibn mecanica y del tratamiento con DDS sobre
la concentracion de citoquinas en el suero
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Efecto de la ventilacién mecanica y del tratamiento con DDS sobre la
concentracion de LPS en el plasma (Fig. 19)

Efecto de la ventilaci6bn mecéanica

La aplicacién de V+ elevado no indujo cambios en los niveles de LPS en
comparacion con la aplicacion de Vr bajo.

Efecto de la DDS

El tratamiento con DDS no se asocié con cambios en la concentracién de LPS en el
plasma.

Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilaci6on mecanica

El tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilacion mecanica en
los niveles de LPS en el plasma.

En resumen, la concentracion de LPS en plasma no se modificé por la ventilacién
mecanica ni por el tratamiento con DDS.

Figura 19. Concentracion de LPS en plasma
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6. Discusion

Discusion del objetivo 1: Efecto de la ventilacion mecéanica con Vy alto

El principal objetivo del presente estudio es demostrar que el tratamiento con DDS
modula la respuesta pulmonar al insulto causado por la ventilacibon mecanica (i.re.,
VILI). Para alcanzar este objetivo hemos utilizado un modelo establecido de VILI
previamente desarrollado por nuestro laboratorio [49, 224, 229-233]

El objetivo 1 fue planteado en este estudio para documentar que, en eefecto, el insulto
en estudio (i.e; la ventilacion mecéanica utilizando un V: elevado) reproduce los
cambios deseados sobre el pulmon, el sistema cardiovascular y sobre otros érganos,
tanto en aspectos relacionados con la estructura y la funcion como con la respuesta
inflamatoria.

El objetivo 1 es contestar a las preguntas ¢Es valido nuestro modelo de VILI?¢Se
asocia a los cambios deseados, tanto en la funcion y estructura del pulmén, como en
la funcion de otros dérganos (i.e; cardiovascular)? ¢Se acompafia de cambios
inflamatorios en el tejido pulmonar? ¢Se puede demostrar una respuesta inflamatoria
en el tejido intestinal?

Los objetivos 1.1 a 1.4 hacen referencia a la mecanica respiratoria, la funciéon
pulmonar y cardiovascular y la afectacibn de otros 6rganos (valorada de forma
inespecifica mediante la determinacion de la actividad de enzimas intracelulares
ubicuos en el organismo, como la CK, SGOT, etc.).

Los objetivos 1.5 a 1.7 hacen especificamente referencia a la respuesta inflamatoria:
pulmonar; “sistémica”, es decir, valorada mediante determinaciones en el suero; e
intestinal.

El modelo animal

Nuestro modelo consiste en la aplicacion de un V; de 25mi/kg y PEEP=0 cmH,O. Se
trata de un modelo establecido con cuyo estudio hemos realizado investigaciones
previas [49, 224, 229-233] Previamente utilizamos en nuestro laboratorio un V; mas
elevado (V+=35 ml/kg), que se encuentra en el rango utilizado por otros estudios (entre
20ml/kg y 42ml/kg para las ratas) [234]. Se puede argumentar que estos valores se
encuentran fuera del rango de Vt generalmente utilizado en pacientes, ya que en la
practica clinica no se utilizan valores superiores a 10ml/kg. Sin embargo la relevancia
clinicadel modelo animal de VILI no radica necesariamente en el valor concreto de V¢
utlizado, sino en la induccion meciante biotrauma de dafio pulmonar y una respuesta
pulmonar y sistémica. El modelo animal de dafio pulmonar inducido por la ventilacién
mecanica intenta reproducir de una forma exagerada los hallazgos que posiblemente
se presenten en pacientes, con el objetivo de analizar sus mecanismos Yy
eventualmente disefiar estrategias preventivas y terapelticas. Por otro lado la
induccién de este dafio en ratas exige la utilizacion de un V: mas elevado del
generalmente utilizado en pacientes.
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La estrategia ventilatoria elegida para ventilar al grupo control fue la aplicacién de
V:=9ml/kg y PEEP=+5 cm H,O. Este V: (9ml/kg) no se asocia con sobredistension
significativa. Se puede argumentar que el uso de Vt bajos en ratas, aun cuando se
aproximen al valor de 6ml/kg (que es el recomendado para la ventilacibn mecénica en
pacientes) se asocia a un cierto grado de inflamacion. En efecto, diferentes estudios
han demostrado que se puede detectar un aumento del grado de inflamacion tisular en
pulmones sometidos a V; bajos en comparacion con pulmones no ventilados. Por
tanto, evitar la induccién a cualquier grado de inflamacion tisular no se posible aun
cuando se utilicen Vi muy bajos, ya que el hecho de utilizar ventilacion con presion
positiva siempre origina cierto grado, aunque mas leve cuanto menor sea el V+, de
inflamacién pulmonar.

Parte de la estrategia ventilatoria consistié6 en el uso de un bajo nivel de PEEP.
Estudios realizados por Weeb y Tierney [1] demostraron el efecto protector de la
aplicacion de un nivel bajo de PEEP. Estudios posteriores demostraron que la
reduccion del volimen corriente, manteniendo los mismos niveles de PEEP, reduce
significativamente el dafio epitelial y endotelial y atenda los cambios histolégicos
[235]. El efecto protector de niveles bajos de PEEP también ha sido sugerido por
estudios en pacientes [236, 237].

En una reciente conferencia consenso [238], se consensud, utilizando el método
Delphi, los criterios exigidos en un modelo de DPA, dentro del cual ser incluye el DPA
causado especificamente por ventilacion mecénica con Vr elevado (VILI), objeto del
presente estudio. Se acepto que los modelos han de tener al menos 3 de las 4
sisuientes caracteristicas: evidencia histol6gica del dafio tisular, alteracién de la
membrana alveolocapilar, presencia de respuesta inflamatoria y evidencia de
disfunsion fisiol6gica.Como se discute en detalle en el presente apartado, nuestro
modelo redne las caracteristicas acordadas que ha de desarrollar un modelo de DPA
en general.

El fenotipo que se pretende reproducir en el modelo animal de VILI e caracteriza por
cambios indicativos en general por inflamacion pulmonar, que se traducen en
empeoramiento de las propiedades mecanicas del pulmoén, alteracion del intercambio
gaseoso, aumento de la permeabilidad alveolocapilar, formacién de edema pulmonar,
y cambios estructurales (en microscopia 6ptica) indicativos de dafio alveolar difuso
(DAD). Los cambios histoldgicos no revelan sino una respuesta inflamatoria pulmonar
(infiltracién de neutrdéfilos polinucleares, engrosamiento de la membrana alveolo-
capilar, hemorragia alveolar, y formacion de membranas hialinas).

Estos cambios en la estructura y funcion pulmonares se acompafian de una respuesta
inflamatoria caracterizada por un aumento de la concentracion de citoquinas
proinflamatorias y de la respuesta génica correspondiente.

Los cambios en la estructura y funcion colectivamente indican dafio pulmonar. Los
Gnicos cambios indicativos de disfuncion pulmonar son la hiperpermeabilidad
alveolocapilar y el deterioro del intercambio gaseoso, si se considera, como se
argumentable, que la funcion del pulmén como 6rgano en la economia consiste en
mantener una permeabilidad alveolocapilar normal (pata evitar la formacién de edema
intersticial y alveolar) y permitir el intercambio gaseoso.
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El dafio pulmonar en el contexto de la ventilacion mecanica se acompafia, como han
documentado varios estudios de manifestaciones sistémicas, incluyendo hipotension
(presumiblemente de origen inflamatorio, es decir no causada por cambios en la
precarga secundarios a oscilaciones ciclicas en la presion intratoracica) y cambios en
otros organos (intestino, rifién) [49, 150, 224]

Estructuray funcién pulmonares: Caracteristicas mecénicas

En lo referente a los resultados discutidos en la presente seccidon, nuestro modelo
reproduce los cambios caracteristicos del VILI. La distensibilidad del sistema toracico
(Coyn) disminuyé a largo del tiempo de observacién. El grupo sometido a V; elevado
mostré un aumento progresivo de

la presion pico (PIP) y de la resistencia de la via aérea (Rya) de aproximadamente un
35% y un 42%, respectivamente, en relacion al valor basal, y una disminucién de la
distensibilidad (Cpyn) de un 26%.

Se puede argumentar que los cambios en la distensibilidad del sistema toracico no
reflejan necesariamentecambios en la distensibilidad estatica pulmonar, sino que
pueden reflejar cambios en la Rya. En efecto, la resistencia de la via aérea aumenté
sisgnificativamente en el grupo sometido a ventilacion mecéanica con V; elevado. Sin
embargo, al menos en el grupo tratado con DDS, la distensibilidad dinamica disminuy6
al final del experimento, mientras que no se observaron cambios paralelos en la Rya,
sugiriendo, por tanto, que los cambios en Cpyy N0 se deben a cambios en Ry, sino a
cambios en la presion plateau (no medida) y por tanto reflejan cambios en la
distensibilidad estatica pulmonar.

Los cambios observados se encuentran en linea con los hallazgos reportados en la
literatura sobre investigacion en modelos animales de VILI. En diferentes estudios [6,
229, 239-241] se han descrito tras la administracion de un V; elevado los cambios
observados en nuestro modelo en la PIP, Rya y Cpyn. Por ejemplo Tremblay y cols en
un modelo de lesién pulmonar (en ratas) con volimen elevado (V;=15ml.kg™ /V;=
40ml/kg™ y PEEP=0) la complianza estatica disminuye a lo largo de los 150 minutos
de la VM [6]. Nin y cols ventilando ratas con V=35ml/kg y PEEP=0 en relacion al
grupo control mostré un aumento de la PIP y una disminucion de la compliance en el
periodo de 75 min de la VM [229]. Hegeman y cols [240] usando V:=15ml/kg y
PEEP=0, en ratones la complianza estatica disminuyé a lo largo del periodo de VM (5
a 12 horas). Niitsu y cols [241] ventilan ratas empleando PIP=21mmHg y PEEP=0
durante 90 minutos, observa mejoria de las complianza est’tica al pretatar a los
animales con un inhibidor no selectivo de la COX.

En es contexto del presente modelo, los cambios de la mecanica del sistema troracico
pueden indicar cambios estructurales pulmonares (i.e; desarrollo de fibrosis), cuyo
desarrollo no es plausible en el esquema temporal del experimento, o bien desarrollo
del edema pulmonar. Aun cuando nosotros no hemos medido especificamente
ninguna variable directamente indicativa de la formacién de edema pulmonar (e.g;
ratio peso seco/peso humedo), la disminucion de la distensibilidad del sistema toracico
es fuertemente consistente con el desarrollo del edema pulmonar.
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La conclusion mas probable es, pues, que como consecuencia de la ventilacién
mecanica utilizando V+ elevado se desarrolle inflamacion y edema pulmonares, como
se ha documentado previamente [242, 243]. Esta conclusion estd apoyada también
por la observacién visuial muy clara y evidente (aunque no cuantificada) de edema
pulmonar apreciado por el experimentador en el momento de la extraccion de los
tejidos al final del experimento. Asimismo, los cambios en la concentracién de
proteinas y de IgM en el fluido del LBA (vide infra) apoyan la hipétesis de desarrollo de
hiperpermeabilidad alveolocapilar y formacibn de edema pulmonar como
consecuencia de la ventilacion mecanica con Vt elevado.

Intercambio gaseoso

Asimismo, en el modelo utilizado en la presente investigacion se observaron cambios
consistentes con disfuncién pulmonar, como son el aumento de la permeabilidad
alveolocapilar y el deterioro del intercambio gaseoso.

Aun cuando la disminucion de la PaCO, desde el comienzo hastya el final (tras 2,5
horas) del periodo de ventilacion mecénica no alcanzo la significacion estadistica en el
presente estudio, es posible que este hallazgo negativo se explique por un error tipo Il.
En efecto, en el grupo tratado con DDS, el cambio alcanzo la significacion estadistica,
lo cual si se atribuye al tratamiento con DDS no tiene ninguna plausibilidad biolégicaen
el contexto de la constelacion de cambios asociados a la ventilacion mecéanica con V¢
elevado y al tratamiento con DDS reportados en la presente mrmoria. Los cambios de
la PO, en los diferentes grupos se explican mejor por un efecto significativo de la
ventilacibn mecanica con V; elevado sobre el intercambio gaseosos. Por otro lado,
trabajos previos de nuestro grupo utilizando el mismo modelo han descrito cambios
significativos en la PaO, [223, 224, 229, 230, 244]. Nuestros hallazgos respecto al
deterioro del intercambio gaseosotras la administracion de Vi elevado estan en
consonancia con hallazgos paralelos observados en modelos similares de VILI.

Permeabilidad alveolocapilar

El aumento detectato en los animales sometidos a ventilacibn mecanica con Vy
elevado (en comparacion con los animales sometidos a ventilacibn mecanica con V;
bajo) de la ratio de la concentracion de proteinas en el fluido de LBA y la
concentracion de proteinas en suero es demostrativa de un aumento de la
permeabilidad alveolo-capilar, cambio fisiopatol6gico subyacente en la formacion de
edema (Fig. 7, 8y 9).

Se podria argumentar que el aumento de la concentracién de proteinas en el fluido de
LBA se debe a la presencia de células en el espacio alveolar. Por esta razén, también
se midié la concentracion de IgM en el fluido de LBA, molécula que sélo puede
proceder de la sangre y cuya presencia en el fluido del LBA indica aumento de la
permeabilidad alveolo-capilar. En efecto, se detectdé un aumento de la concentraciéon
de Ig M en el fluido del LBA demostrativo de un aumento de la permeabilidad alveolo-
capilar.
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El aumento de la permeabilidad alveolocapilar fue muy marcado, resultando un
hallazgo de gran relevancia para la documentacién del modelo. En efecto, la
demostracion de disfuncién pulmonar no resulta facil, ya que sélo el mantenimiento de
la permeabilidad alveolocapilar y de los intercambios gaseosos normales pueden
considerarse elementos caracteristicos de la funcion pulmonar. Otros cambios
reportados (e.g; en la concentracién de citoquinas, expresion génica, etc.) indican
dafio del érgano pero no necesariamente disfuncién. EI aumento de la permeabilidad
alveolocapilar representa un elemento fisiopatolégico fundamental para la
documentacién del modelo, ya que permite sustentar el desarrollo de edema pulmonar
no hidrostético (i.e; por hiperpermeabilidad), caracteristica esencial del VILI y del dafio
pulmonar agudo (DPA) en general.

Nuestros resultados sobre la hiperpermeabilidad asociada a la ventilacién
mecénicacon V+ elevado estan en consonancia con los resultados de otros grupos en
modelo de VILI [149, 150, 230, 245-247]. Por ejemplo Wilson y cols [149] al evaluar el
edema pulmonar encuentran un aumento en la concentracién de proteinas totales en
ratones ventilados con V1=43-44 mil/kg y PEEP=0 durante 150 minutos. Wolthouis y
cols [245] evaltan el edema pulmonar en un modelo de resucitacion con fluidos
CINa0.9%/Bicarbonato (para prevenir la acidosis metabolica) ventilan ratones con
V+=7,5ml/kg/ V:=15ml/kg y PEEP=2cmH,O durante 5 horas, encontraron un aumento
de proteinas totales en LBA y un mayor ratio de peso seco/himedo en los ratones
sobreventilados. Por otro lado guery cols [150] demostraron que ventilando a las ratas
durante 2 horas con dos estrategias ventilatorias (V1=30ml/kg, PEEP=9ml/kg y
Vy=10ml/kg, PEEP=2cmH,0), en las ratas sobreventiladas se econtr6 una mayor
concentracion de TNF-a a nivel sistémico y esto se asociaba con hiperpermeabilidad,
que se evalué6 midiendo la concentracibn de albimina marcada en el LBA
(previamente se administré por via i.v. albdmina humana marcada con 11259) . El
pretratamiento con anticuerpos TNF-a a través por via i.v. redujo el aumento de la
permeabilidada albveolocapilar.

Cambios histolégicos

En nuestro modelo se pudo demostrar la presencia de cambios histolégicos
consistentes con DAD (dafio alveolar difuso), caracterizados fundamentalmente por la
presencia de membranas hialinas en el examen histolégico de muestras de tejido
pulmonar. Este hallazgo otorga particular relevanacia clinica a nuestro modelo de VILI,
puesto que el DAD es el sustrato histologico del SDRA.

Hay que sefalar que la mayoria de los modelos de ALI (0, mas concretamente, de
VILI) reproducen una condicion fisiopatolégica inducida por la ventilacion mecéanica
utilizando el V1 elevado caracterizado por un aumento de la inflamacion pulmonar,
edema pulmonar, e hiperpermeabilidad alveolocapilar, en combinacion con cambios
histolégicos indicativos de inflamacién tisular. Sin embargo con frecuencia los cambios
histologicos no incluyen la formacion de membranas hialinas. En efecto, otros estudios
han descrito en el contexto de VILI alveolitis neutrofilica, infiltrado inflamatorio, edema,
y otros cambios consistentes a DAD VILI [149, 150, 230, 245-247], pero el hallazgo
especificamente de membranas hialinas no es frecuente. La presencia de membranas
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hialinas aflade un gran valor al presente modelo, pues asemeja con mas exactitud los
cambios hustoldgicos reproducidos a los encontrados en humanos con la condicién
clinica. Por otro lado, la presencia de membranas hialinas, y no sélo la identificacion
de una respuesta inflamatoria, otorga al presente modelo una especial gravedad.

Cambios sistémicos

El dafio pulmonar modelizado en el presente estudio y en otros previos [248-250] se
acompafia de dafio en otros érganos o sistemas. La documentacién de estos cambios
en 6rganos o sistemas diferentes al pulmén es de particular interés bioldgico y
relevancia clinica, pues es conocido que con frecuencia los pacientes con dafio
pulmonar agudo presentan disfuncion de otros 6rganos, que, de hecho, la causa mas
frecuente de muerte de estos pacientes con DPA/SDRA no estd directamente
relacionado con el pulmén (i.e; hipoxemia) sino con el desarrollo de shock y de
sindrome de disfuncion multiorganica [122, 122, 251-253]

Varias explicaciones pueden dar cuenta del desarrollo de disfuncién de o6rganos
diferentes al pulmén en el contexto de VILI, y estan en relacion con el concepto de
descompartimentalizacion de la respuesta inflamatoria. Los mediadores inflkamatorios
liberados ern el parénquima pulmonar como consecuencia del insulto (VILI) no quedan
retenidos en el espacio alveolar o en el intersticiopulmonar, sino que acceden a la
circulacion sistémica, como ha sido demostrado en diferentes estudios in vivo y ex vivo
[254, 255]. Asimismo, se ha demostrado translocacion de bacterias del espacio aéreo
al compartimento sistémico en animales sometidos a ventilacion mecanica con V;
elevado a los que se ha instilado bacterias a través de la trdquea [256]. Este hallazgo
podria representar otro mecanismo adicional para explicar la estimulacion del sistema
inmune innato durante el VILI. Se volverA& a mencionar el concepto de de
descompartimentalizacion de la respuesta inflamatoria méas adelante, cuando se
aborde la discusion de los cambios en la respuesta inflamatoria asociados a la
ventilaciébn mecanica con V; elevado y los efectos del tratamiento con DDS en esos
cambios.

Hipotension

Los cambios hemodinamicos (hipotension progresiva) han sido objeto de estudios
previos en nuestro laboratorio [223, 230, 244]. Se puede argumentar que la
hipotension observada no se trata de un efecto mediado por la inflamaciéon generada
por el pulmoén dafiado por la ventilacion mecanica (tal como se pretende reproducir en
el presente modelo), sino que es consecuencia de cambios hemodinamicos debidos a
aumentos ciclicos de la presion intratoracica y a los consiguientes cambios en la
precarga ventricular. Sin embargo, nuestros estudios sugieren fuertemente que los
cambios observados en la presion arterial no se deben a cambios en la precarga
cardiaca, sino que mas bien se trata de cambios que se desarrollan en el contexto de
una respuesta inflamatoria generada por el pulmén dafiado por la ventilaciébn mecanica
[229].
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También hemos demostrado en el presente modelo disfduncion vascular in vitro
caracterizada una disminucion de la respuesta vasoconstrictora (a diferentes dosis de
norepinefrina) y vasodilatadora dependiente del endotelio (a diferentes dosis de
acetilcolina) en anillos vasculares procedentes de animales sometidos a ventilacién
mecanica con Vr elevado. Estos resultados no se presentan en esta memoria, sino
que han sido descritos previamente utilizando el mismo modelo de VILI [49, 223, 224].
Nuestros resultados son consistentes con un aumento inducido por la ventilacién
mecanica de la liberacibn de NO y de aniones superéxido. Encontramos que el
tratamiento in vitro de los anillos vasculares procedentes de animales sometidos a
ventilacién mecénica con V; elevado. Este hallazgo proporciona evidencia indirecta de
la implicacion de un aumento de la formacién de peroxinitrito (originado a partir de la
reaccion entre el radical superdxido y el NO) en la disfuncién vascular asociada a la
ventilacibn mecénica.

Determinaciones bioquimicas séricas (glucosa, LDH, CK, GOT, GTP)

El concepto de la descompartimentalizacion de la respuesta inflamatoria (i.e. la
aparicion en el circulatorio u otros 6rganos de mediadores inflamatorios procedentes
del pulmén) explica los hallazgos de disfuncién o dafio de otros érganos diferentes del
pulmén durante VILI. Este paradigma ha sido reproducido en nuestro modelo, en el
cual hemos demostrado disfuncién o dafio en otros 6rganos diferentes del pulmén
durante la aplicacién de ventilacion mecanica con V+ elevado.

En efecto, hemos demostrado en los animales sometidos a ventilacion mecanica con
V7 elevado hipotension arterial, asi como elevacion de la actividad sérica de GOT y CK
y (de forma no significativa) de GPT y LDH y de la concentracién sérica de glucosa.

Los cambios a los que se aluden en el presente apartado inducidos por la ventilacién
mecanica con Vr elevado (glucosa, LDH, CK, GOT y GPT) se observaron en ambos
grupos (con y sin tratamiento con DDS). Algunos de estos cambios alcanzaron la
significacion estadistica tanto en el grupo tratado como no tratado con DDS (CK);
otros, s6lo en el grupo no tratado con DDS (GOT), lo que va en consonancia con
estudios previos [223, 229]; y finalmente, otros se observaron sélo en el grupo tratado
con DDS (glucosa, LDH, GPT). En el contexto del amplio espectro de determinaciones
realizadas en esta investigacion, y en la interpretacion global de estos efectos (ver al
final de la discusion) pensamos que la significacion de estos hallazgos en grupos
tratados o no tratados con DDS, con valores que presentan una gran dispersion, no
reflejan sino cambios que se producen en general en el contexto de la ventilacion
mecanica con Vr elevado, independientemente del tratamiento con DDS.

La hiperglucemia inducida por la ventilacibn mecanica con V; elevado indica
posiblemente un fallo en el metabolismo energético. Estudios de espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (RMN) en modelos animales [244, 257] apoyan el
concepto de que el dafio pulmonar agudo se asocia con alteraciones en el
metabolismo energético. Serkova y cols [257] instilaron por via intratraqueal citoquinas
proinflamatorias y observaron mediante espectroscopia de resonancia magnética
cambios en la concentracion de ATP, ADP y glucosa, que indicaban afectacion del
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metabolismo energético en el contexto de DPA. Nosotros también hemos encontrado
cambios en el tejido pulmonar mediante RMN en muestras de tejido pulmonar
procedentes de animales sometidos a VILI que sugieren la misma conclusion.

La elevacion significativa en los animales sometidos a ventilacion mecanica con Vy
elevado (en comparacion con Vt bajo) de la actividad sérica de LDH, CK, GOT y GTP
indica dafio celular inespecifico, ya que se trata de enzimas presentes de forma ubicua
en numerosos tipos celulares. Si estos cambios indican disminucién global del flujo
sanguineo sistémico, o bien indican mas bien dafio celular en el contexto de la
inflamacién sistémica asociada al VILI, no puede ser determinado con los resultados
del presente estudio. Nuestros hallazgos en estudios previos demostrando atenuacion
de los cambios mencionados mediante el tratamiento con dexametasona sugieren,
pero no demuestra, que se trata de cambios debidos a la respuesta inflamatoria
asociada al biotrauma pulmonar.

En estudios relacionados con VILI en animales pequefios se ha desarrollado
induficiencia renal con aumento de la concentracién sérica de creatinina [222, 230,
246]. Por ejemplo Imai y cols [222] producen VILI en conejos mediante aspiracion de
acido clorhidrico seguido de 8 horas de ventilacion mecanica (sobreventiladas: V=15-
17mi’/kg y PEEP=0-3 cmH,O; Control: V=5-7ml/kg y PEEP=9-12 cmH,O con
reposcién con lactato de Ringer 10ml/kg/h) ; A la octava hora encuentran un aumento
de la concentracién de creatinina en plasma de los conejos sobreventilados en
relaciéon con el grupo control.

Nin y cols [230], demostraron en ratas sépticas, elevacion de la concentracién sérica
de creatinina tras 75 minutos de ventilacion mecanica con V:=35ml/kg y PEEP=0 (
durante la ventilacibn mecanica no hubo reposicion con salino) ; la sepsis por puncion
ligadura cecal (cecal ligadure puntion CLP) fue inducida 48 horas antes de la
ventilacibn mecanica.

Choi y cols [246] demostraron que la lesibn microvascular causada por VILI es
atenuada por la inhibicién de la oxido nitrico sintasa endotelial. En este estudio se
ventilaron a las ratas con (V=7ml/kg o V:=20ml/kg y PEEP=0cmH,O (con y sin
reposicion de salino) durante2 horas y se las dej6 evolucionar 24 horas mas en jaulas
metabdlicas. Ellos no encontraron diferencias significativas en la concentracion de
creatinina en suero, orina y en la fraccion excretada de sodio. El grupo tratado con L-
NAME (sobreventilado sin reposicién con salino) revel6 una menor concentracion de
creatinina en suero con respecto al grupo no tratado con L-NAME. Demostrando asi
gue la sobreventilacion y el L-NAME influyen en la funcion renal.

Nosotros no encontramos cambios en la concentracion sérica de creatinina. Esta
discrepancia puede ser debida a que en nuestro modelo se repuso volumen
intravascular de forma constante por via intravenosa en comparacion a otros estudios
[246]. Otra explicaciéon plausible es que la elevacion de la concentracion sérica de
creatinina puede requerir mas tiempo del contemplado en nuestro modelo (2,5 horas),
ya que en otros estudios la concentracion sérica es evaluada 24 horas después del
insulto ventilatorio [246].
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Otras determinaciones en sangre (pH, lactato, PaCO,)

Otras determinaciones en nuestro modelo incluyeron las variables analizadas en la
gasometria arterial. En el contexto del dafio sistémico habria sido consistente el
hallazgo de acidosis metabdlica (con disminucién de bicarbonato arterial) acompafiada
de hiperlactatemia. Sin embargo no encontramos cambios significativos en el pH
arterial (que mostré una tendencia no significativa a una moderada disminucién), ni en
la concentracion arterial de bicarbonato o de lactato, sugiriendo un flujo arterial
sistémico y un metabilismo celular preservado en el contexto de VILI. Estos hallazgos
(ausencia de cambios en el pH, bicarbonato y lactato) apoyan también el concepto
(antes discutido) de que otros cambios detectados se explican mejor por el desarrollo
de la respuesta inflamatoria sistémica que por una disminucién en el flujo sistémico.

Cabe destacar la ausencia de los cambios en la PaCO,. En efecto, la misma
caracteristica esecial del modelo (al aumento de Vi) conlleva necesariamente un
aumento de la ventilacion alveolar (Va=[V+-Vp]*f) y la consiguiente grave hipocapnia y
alacalosis respiratoria (PaCO,=Vco./Va). Este cambio (hipocapnia, alcalosis
respiratoria) alteraria todas las variables bioquimicas analizadas, muy notablemente
las mediciones realacionadas con la inflamacién tisular y sistémica, invalidando por
tanto cualquier interpretacion de los hallazgos basada en una relacion entre el dafio
pulmonar inducido por la ventilacibn mecanica y los cambios encontrados. Paraevitar
la confusién generada por este factor (hipocapnia y alcalosis respiratoria), es
necesario que la PaCO, permanezca constante durante el experimento a paesar de la
aplicacion de un V+ elevado. Esto se consiguié mediante la prolongacién del espacio
muerto en los animales sometidos a Vr elevado con ell objeto de mantener constante
(i.e; comparable a la del grupo sometido a V+ bajo) la ventilacién alveolar.

El aumento del espacio muerto se consiguié prolongando el circuito de conexion de la
canula traqueal del respirador, tal como se podria realizar en pacientes sometidos a
ventilacibn mecanica. Puesto que la magnitud del espacio muerto necesario para
mantener la ventilacion alveolar en el contexto de la aplicacion de un V; elevado no es
conocida, numerosas pruebas fueron necesarias antes de encontrar la longitud exacta
de prolongacién del circuito suficiente para mantener constante la PaCO, en el grupo
sometido a Vt elevado. La exactitud en estos experimentos y el éxito logrado puede
evaluarse al observar los valores casi idénticos de PaCO, en los diferentes grupos
independientemente de la administracion de un V; elevado.

Respuesta inflamatoria pulmonar y apoptosis

Generalidades v TNF-a

En nuestro estudio, la aplicaciéon del V; elevado (en ratas no tratadas con DDS), en
comparacion con Vr bajo, se asocio con una respuesta inflamatoria en el tejido
pulmonar. Esta respuesta inflamatoria se caracterizé por una significativa mayor
concentracion de TNF-a, IL-6, MIP-2, MCP-1 y (no alcanzando la significacién
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estadistica) IL-1B. Se objetivd asimismo que el V; elevado se asocié con una mayor
expresion de genes (TNF-a, IL-6, MIP-2 y MCP-1), en comparacién con la
administracion de Vr bajo, y una menor expresion de CXCR-2 (receptor de MIP-2). A
pesar de una tendencia a mayores concentraciones de IL-1p en el tejido pulmonar, la
concentracion en el LBA de IL-1B se encontraba disminuida significativamente (no se
midieron otras citokinas en el LBA).

Estos cambios (variaciones en la misma direccidon de todas las citokinas analizadas,
cambiosparalelos en la expresion génica correspondiente, y cambios reciprocos en la
expresion génica de CXCR-2, el receptor de MIP-2) presentan una extraordinaria
consistencia interna.

El desarrollo de una respuesta inflamatoria pulmonar como consecuencia de la
ventilacion mecanica con V; elevado ha sido descrito en numerosos estudios y no
constituye ninguna novedad (referencias). Sin embargo, la documentacion de esta
respuesta es de fundamental importancia para la caracterizacién del presente modelo.
En efecto, la demostracién de un aumento de la concentracion de citoquinas y de
sucorrespondiente expresion génicaes necesaria para fundamentar la validez del
modelo, puesto que el concepto de dafio pulmonar inducido por la ventilacién
mecanica (VILI) se encuentra basado presisamente en la demostracion de la
respuesta inflamatoria en el tejido.

Por ejemplo Chiumello y cols [254] sometieron ratas a varias estrategias ventilatorias
durante cuatro horas tras la administraciéon intrataqueal de HCI. Encontraron en el
suero de animales sometidos a V¢ alto (Vy=42ml/kg PEEP=0 cm H,0) niveles mas
elevados de TNF-a entre la primera y la cuarta hora y de MIP-2 tras la primera hora.
En fluido de LBA se encontrdé un aumento significativo de TNF-a y MIP-2 a la cuarta
hora en el grupo sometido a V+ elevado.

Tremblay y cols [4] describieron elevacién de TNF-a, IL-18, IL-10, IL-6 y MIP-2 en el
BALF de ratas sometidas a distintas estrategias lesivas de ventilacion durante dos
horas apoyando el papel de las citoquinas tanto para iniciar como para propagar
localmente y de forma sistémica la respuesta inflamatoria .

Nuestros resultados del analisis de la concentracion de TNF-a en tejido pulmonar son
concordantes con los de otros estudios que usan distintas estrategias ventilatorias [4].

Por ejemplo, Tremblay y cols [4] producen en ratas VILI mediante administracion de
LPS intravascular seguida de dos horas de ventilacion mecanica (en un modelo ex
vivo, no perfundido) vy analizan el efecto de diferentes estrategias ventilatorias
empleando diferentes V1 y niveles de PEEP (control: Vy=7ml/kg y PEEP=3cmH,0,
Sobreventiladas: Vt=40ml/kg y PEEP=0cmH,O, V=15ml/kg y PEEP=10cmH,0,
V1=15ml/kg y PEEP=0cmH,0) ventiladas durante 2 horas sobre la produccion de
diferentes citoquinas pro-inflamatorias en pulmones de rata pre-tratadas y no pre-
tratadas con LPS. Encontraron en el grupo pretaratado y en el no-pretratado con LPS
y ventilado con Vr 40ml/kg y con PEEP=0 un aumento significativo de TNF-a, IL-1p,
IL-6, IL-10 y MIP-2 en el fluido de LBA. Siendo mucho mayor en el grupo tratado con
LPS y en la expresion del genes de TNF-q, resulto mayor expresion en el grupo
ventilado con V+=15ml/kg y PEEP=0cmH,0.
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En base a los experimentos de Tremblay y cols [4]; Ricard y cols [104] repitieron la
misma estrategia ventilatoria in vivo en ratas, y no encontraron diferencias en los
niveles de TNF-a tanto en fluido de LBA como en el suero entre los distintos grupos de
estudio no pre-tratados con LPS. Sin embargo, se observaron diferencias significativas
entre los grupos con y sin pretratamiento con LPS que recibieron la estrategia
ventilatoria lesiva.

Los resultados de Tremblay y cols y de Ricard y cols [4, 104] pueden ser interpretados
de mudltiples formas y ponen de manifiesto algunas inconsistencias en relacion a la
liberacionde TNF-a en el VILIL. Una explicacion puede estar en relacién con las
caracteristicas del modelo ex vivo. El modelo ex vivo (no perfundido) puede exhibir
una respuesta determinada en parte por el efecto de la isquemia, que puede per se
inducir una liberacion de citoquinas de forma tiempo dependiente. Otro elemento
explicativo de la discrepencia entre los experimentos ex vivo versus in vivo. El modelo
ex vivo (no perfundido) puede exhibir una respuesta determinada en parte por el
efecto de la isquemia, que puede per se inducir una liberacién de citoquinas de forma
tiempo dependiente. Otro elemento explicativo de la discrepancia entre los
experimentos ex vivo de Tremblay y cols (mostrando liberacién de TNF-a en relacién
con la aplicacion de V+ elevado) y de Ricard y cols (no mostrando liberacién de TNF-a
in vivo) puede ser la falta de reproducibilidad de los resultados entre laboratorios,
sobre todo en cuanto al tiempo total de isquemia en el pulmén. En ambos grupos se
reportaroin los resultados del analisis de TNF-a en el fluido de LBA. Estos puede
infraestimar los niveles de TNF-a totales en el pulmén si se compara con las
mediciones en muestras de tejido pulmonar. Por ejemplo, si el dafio ocurre en la via
aérea pequefia y en los alveolos, pero también ocurre en el intersticio, la evaluacion
de citoquinas en todo el pulmén de forma homogénea es mas completa (pequefia via
aérea, alveolo e intersticio) que en el fluido de LBA (pequefia via aérea y alveolo).

En el presente trabajo, nosotros analizamos el TNF-a de forma homogénea, sino que
analizamos solamente el I6bulo inferior derecho. Otro motivo que explicaria nuestros
resultados discrepantes de los niveles de TNF-a es el comportamiento cinético de
TNF-a. Un analisis de la cinética de la expresion de TNF-a en un periodo de tiempo
mas prolongado de ventilacibn mecanica podria ayudar a resolver alguna de las
inconsistencias mencionadas. Por ejemplo muchas citoquinas que se liberan
inicialmente (como el TNF-a) pueden encontrarse aumentadas en los minutos
siguientes a la aparicion del dafio, mientras que en otros estudios la expresion de
TNF-a puede ser bifésica, teniendo 2 picos durante el dafio pulmonar [258].

Nuestros resultados sobre la expresion del gen de TNF-a son semejantes a los
encontrados por otros investigadores. Tremblay y cols [6], usando un modelo ex vivo
de VILI, encontraron un incremento significativo de la expresion de TNF-a en el tejido
pulmonar sometidos a Vr alto. Asimismo Imay y cols encontraron un incremento no
significativo de la expresion de TNF-a en un modelo in vivo de ratas ventiladas con V¢
elevado.

De forma general, nuestros resultados y los anteriormente publicados soportan el
concepto de una liberacion de TNF-a en el tejido pulmonar durante el desarrollo de
VILI. Sin embargo es necesario llevar a cabo estudios de cinética de determinaciones
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realizadas en homogenados de todo el tejido pulmonar y en fluido de LBA para
encontrar en qué momento (0 momentos) ocurren los picos de expresion de TNF-a.

IL-18

Hemos encontrado que la ventilacibn mecanica con Vr alto induce un aumento aunque
no significativo de la IL-1B, en el tejido pulmonar. Sin embargo se encontré una
disminucion significativa de la concentracion de IL-13 en el LBA.

La aparente discrepancia en estos resultados (disminucién de la concentracion en LBA
y tendencia a aumento en la concentracion en tejido pulmonar) ya ha sido observada
en estudios previos. Copland y cols [129] encuentran en un modelo en ratas de VILI
(control: no ventiladas sobreventiladas: 25ml/lkg PEEP=0 durante 180 minutos) un
aumento tiempo dependiente de los niveles de pro IL-1B en el tejido pulmonar que
alcanzo su pico maximo a los 90 minutos en comparacién con el grupo control.

No se apreciaron cambios en la forma secretada, es decir, la forma activa de IL-1[3.
Ademas demostraron que la IL-1Bse localizaba en el epitelio bronquial en las ratas
que desarrollaban VILI. Por otro lado Frank y cols [259] encontraron menor
concentracion de IL-1B en el BAL del grupo que recibié V; alto en comparacion con el
grupo que recibié Vr bajo. Estos hallazgos contrastan con los de Tremblay y cols;
quienes encontraron en su modelo ex vivo de VILI un aumento transitorio de IL-18 en
el LBA [4]. Sin embargo Ricard y cols también encontraron en un modelo in vivo una
disminucién de la concentracié de IL-1 en el fluido de LBA. Sin embargo, Ricard y col
también encontraron en un modelo in vivo una disminucién de la concentracion de IL-
1B en el fluido de LBA.

En consideracion a los resultados del presente estudio y de los publicados
previamente, no se puede explicar de forma combinada los hallazgos de un aumento
de la concentracion de IL-1f en el tejido pulmonar y de una significativa disfuncién del
LBA. Es posible que la IL-1] se libere al intersticio y espacio alveolares en condiciones
de inflamacién inducida por la ventilacion mecanica y que la fijacién de los receptores
(o quizé& su destruccion en el espacio alveolar por proteinas) expliqgue una disminucion
de su concentracion en el LBA.

El papel fisiopatolégico de IL-1B en el VILI ha sido documentado por Frank y cols
[259], en un modelo de ventilacion mecéanica en ratas sometidas a V=30 ml/kg y
PEEP=0 cmH,O durante 7 horas. El bloqueo de la accion de IL-1B mediante la
administracion i.v. de IL-1Ra (antagonista del receptor de IL-1) atenu6 el aumento de
la permeabilidad alveolo-capilar [259] También se ha reportado que la administracion
de IL-Ra en aerosol disminuye la extravasacion de leucocitos en el tejido pulmonar en
el VILI [260]
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IL-6, MIP-2, MCP-1

Nuestros resultados también demostraron un aumento tanto de la concentracion de la
proteina como de la expresion génica de IL-6, MIP-2 y MCP-1 en animales sometidos
a Vr elevado en comparacién con V; bajo. La consistencia de los resultados viene
apoyada por el hallazgo de una disminucion en la expresion génica de CXCR-2, el
receptor de MIP-2. Sin embargo, la expresion génica de CCR-2 (el receptor de MCP-1)
no cambié en el grupo sometido a Vr elevado en relacion con el grupo sometido a Vr
elevado en relacién al grupo sometido a Vi bajo. La ausencia de coincidencia
universal entre la concentracion tisular de la proteina y de la expresion del gen del
receptor correspondiente probablemente se explique por diferencias en la cinética de
la expresion en ekl RNAm y de la proteina.

La IL-6 y MIP-2 son marcadores sensibles de dafio pulmonar inducido por la
ventilacion mecanica. Esta hipétesis se confirmé en ratas ventiladas [6, 255, 261-265].
Recientemente se ha demostrado la liberacién de IL-6 en el aspirado traqueal de nifios
sanos sometidos a ventilacion mecénica [261]. MIP-2 (el aquivalente murino a la I1L-8
humana) juega un papel importante tanto en el reclutamiento de neutréfilos y como en
el remodelamiento vascular cuando se desencadenan un procesio inflamatorio
inducido pore el estiramiento debido a la ventilacibn mecéanica [265, 266].

Nuestros hallazgos en nuestro modelo de VILI de un aumento de la concentracion y de
la expresion génica de IL-6, MIP-2 y MCP-1 concuerdan con observaciones
previamente publicadas [216-220]. En pulmones perfundidos y ventilados ex —vivo
durante 2 horas con Vy=40ml/kg y PEEP=0 cmH,O se encontré (en comparacion con
V:=7ml/kg y PEEP=3cmH,0) un aumento en la expresion génica de IL-6 en el tejido
pulmonar y en el fluido de LBA [6].

La causa de la estimulacion del sistema inmune innato en el VILI esta probablemente
en relacion con la activaciéon del factor de transcripcion NFkB inducida por un
mecanismo de mecanismo de mecanotransduccion que induce la expresion de
mediadores inflamatorios [255, 262, 263].

TLR-4

Entre las mediciones indicativas del estado inflamatorio incluimos la determinacion de
la concentracion de TLR-4 en el tejido pulmonar. Los receptores tipo Toll (TLRS)
desempefian un papel importante en la respuesta inmune a patégenos [267]. Esta
familia de 9 miembros activa una serie de vias de sefalizaciones altamente
conservadas y complejas que conducen a la activacion de NF-kB para la iniciacion de
vareios procesos, como la inflamacién, la respuesta inmune innata y los mecanismos
de reparacion. Algunos TLRs tienen ligando especificos, como por rejemplo la LPS y
el DNA viral, que son ligandos de TLR-4 y TLR-3 respectivamente. Recientemente se
ha demostrado que los TLRs pueden ser activados tras un insulto no séptico, como
por ejemplo mediante la aspiracion del &cido [75] y la ventilacion mecénica [268].

El papel de TLR-4 en la respuesta inflamatoria a la ventilacion mecanica ha sido
previamente explorado. Veneker y cols [268] demostraron que en los animales
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deficientes de TLR-4 se reduce la respuesta inflamatoria inducida por la ventilacion
mecanica. Aun no se ha determinado los activadores enddgenos especificos de los
TLRs, pero dentro de los candidatos se incluyen a los componentes de la matriz
modificados, &acido hialurénico, HMGB-1 y fosfolipidos oxidados (Fig #). En este
estudio, se ventilaron ratones (Vr bajo: 8ml/kg, PEEP=4cmH,0

La activacion de TLR-4 da lugar a la activacion de dos via de sefializacion, MYD88 y
TRIF[269].

La via de sefializacion mejor caracterizada es la de MYD88 y la que activa de manera
rapida al NF-kB [270]. Consiste en que MYDS88 recluta a IRAK (Kinasa asociada a IL-
IR) y TRAF-6 conllevando a la activacion de los complejos IKK a/Bly.

La sefalizacion a través de TRIF se concreta a través de IKK-¢, que activa a IRF-3 y la
expresion de los genes de IFN inducible. También se demostr6 que TRAF-6
interacciona con TRIF a través del dominio n-terminal de TRIF y de esta manera
activa a NF-kB in vitro [271].Imai y cols [75] demostraron que la via de TRIF (TLR4-
TRIF-TRAF-6) y no a través de MYD88 controla la inflamacion en la respuesta a la
lesién pulmonar inducida por la aspiracién de acido o ante un patégeno viral.

Vaneker y cols [270] utilizaron ratones modificados genéticamente (wild type y knock
out para TRIF) sometidos a ventilacion mecanica con V=8ml/kg y PEEP=4 cm H,0O,
Fi0,=0,40 durante 4 horas. El estiramiento inducido por la ventilacion mecanica activé
una respuesta inflamatoria local y sistémica. Se asocié con un incremento de IL-1a,
IL-18 y (Keratinocyte-derived chemokine (KC, CXCL1) que es un quimioatrayente de
neutréfilos y actua via receptor CXCR2 en animales wild type, mientras que en
animales KO para TRIF s6lo se encontré un modesto incremento de IL-1f y CK. Por
otro lado, los animales KO para TRIF exhibieron una reduccidn de la activacion de NF-
kB. Los animales wild type presentaron mayores cambios en la concentracion de IL-6 y
de CK en comparacion con los animales KO para TRIF.

Se encontraron resultados en guardan consonancia con nuestros resultados y con los
de otros estudios previos en animales [268, 270] y clinicos [272, 273].

Por ejemplo Vaneker y cols [268] demostraron que TLR-4 esta involucrado en la
respuesta inflamatoria desencadenada por la ventilacion mecanica.

Apoptosis

El proceso de la aopotosis es fundamental para el desarrollo y la funciéon pulmonar
[274]. La apoptosis juega un papel fisiopatoldgico importante en la remodelacion de
tejido pulmonar eliminando tanto el exeso de células epiteliales como las células
mesenquimales tras la lesion [275].

Nuestros resultados sugieren que la ventilacion mecéanica con V alto induce apoptosis
en el parénquima pulmonar. El numero de células fluorescentes por la técnica del
TUNEL es unas 4 veces mayor en los animales sometidos a V¢ elevado en
comparacion con los animales sometidos a Vt bajo .
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Este efecto se observa en las imagenes de microscopia de fluorescencia, donde se
aprecia que el incremento de la apoptosis potencia la fluorescencia del substrato que
se une a las hebras fragmentadas de DNA. Las células apoptoticas parecen
localizarse en la mucosa de la via aérea y en la pared alveolar.

Estudios previos han demostrado que una estrategia lesiva de ventilacion mecénica in
vivo induce apoptosis en neumocitos tipo Il y en células bronquiales, y el estiramiento
celular in vitro induce apoptosis en las células epiteliales alveolares [276-278]. Para
reconocer mediante inmunohistoquimica que tipo de células sufren apoptosis es
necesario realizar un doble marcaje: un marcaje para apoptosis (TUNEL); y otro
marcaje bien con anti-citoqueratina 18 (para localizar células epiteliales) o bien con
anti-proteina C prosurfactante (para localizar los neumocitos tipo Il).

Nuestros resultados estan en consonancia con los resultados de otros estudios en los
que se demuestran tanto in vivo (ventilacibn mecénica) como in vitro (estiramiento
mecanico) que el estiramiento mecdanico induce apoptosis, que afecta sobre todo a
células epiteliales alveolares tipo Il [279-282].

Yasmin y cols, demostraron apoptosis en células alveolares tipo Il procedentes de rata
sometidas a un estiramiento del 22% a 3Hz durante 1 hora [279]. Stefan-
Hammerschmidt y cols encontraron un 24% de apoptosis en células alveolares tipo |l
sometidas a un estiramiento del 60%durante 24 horas [283]. Ju Gao y cols también
encontraron apoptosis utilizando un régimen de 20% de estiramiento durante 6 horas
[282]. Estos estudios en modelos en células aisladas presentan ciertas limitaciones.
En primer lugar, se ha eliminado la influencia de otros tipos celulares. En
segundolugar, no se tomo en cuenta la localizacién inter-espacial, ya que realmente
los neumocitos tipo 2 se sitian de manera preferente en las esquinas de los alveolos.
Por estas razones es muy dificil interpretar los resultados de estudios en cultivos
celulares porque no se puede imitar el tipo de régimen de estiramiento alfi que son
smetidas estas células en el pulmén bajo condiciones fisiolégicas.

¢Hay evidencia de activacion de la apoptosis en las células tipo dos por la
deformacién durante la respiracion fisiologica in vivo? Estudios in vivo demuestran que
la ventilacibn mecanica con V; alto activa la apoptosis de las células epiteliales que
tapizan los alveolos, sobre todo los neumocitos tipo Il y las células epiteliales de las
ramas bronquiales. Makena y cols, encontraron en el parénquima pulmonar de ratones
ventilados con V;= 25pl/g durante 4 horas un numero significativo de la apoptosis en
células alveolares tipo Il, tanto mediante TUNEL como mediante la determinacion de
caspasa-3 mediante Western blot, copn respecto al grupo normoventilado [278]. En
estudios en humanos sometidos a ventilaciébn mecéanica se encontr6 un aumento en la
actividad apoptética de las células epiteliales y bronquiales pero no de células de
origen mesenquimal [284].

La apoptosis pude ocurrir tanto por la via extrinseca o intrinseca (mitocondrial). En el
caso de la apoptosis en el VILI, es desconocido en el momento presente el
mecanismo de activacion de la apoptosis en el parénquima pulmonar. Algunos
estudios han demostrado una activacion de la via intrinseca. Por ejemplo, Kroon y
cols. sugieren que la ventilacion mecanica y las células estiradas activan la via
FasL/Fas debido a que encuentran un incremento en la expresién de FasL y
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unaumento de la caspasa 8, que da lugar a la activacién de las caspasas efectoras 3 y
7. Otra alternativa es que el estiramiento mecanico de las células podria incrementar
el FasL soluble mediante la ruptura proteolitica de FasL de la membrana a través de
ADAM y MMP14. FasL se podria unir a los receptores de las células epiteliales
induciendo apoptosis [285, 286].

Por otro lado Egrl es un regulador transcripcional proinflamatorio que coordina la
respuesta proinflamatoria [287, 288], sobre todo de genes relacionados con el
desarrollo y la apoptosis [287], incluyendo FsL [289]. El incremento de la expresion
tanto de Ergl y FasL de las células alveolares tipo Il como consecuencia de la
ventilacibn mecéanica sugiere que Egrl puede activar la via extrinseca a través de la
sobre-expresion de FasL.

Otro posible mediador para la apoptosis es la IL-8. Se sabe que Egr-1 regula la
expresion de IL-8 [290] y que niveles elevados de IL-8 inducen apoptosis via FasL, ya
que su expresion también se incrementa [291]. Por otro lado, nosotros hemos
encontrado un aumento significativo en los niveles de proteinas y de expresion génica
de MIP-2 en tejido pulmonar procedente de animales sometidos a V; elevadoen
comparacion con Vr bajo, que en parte es mediada también a través de la via Egrl
[277].

En resumen, nuestro hallazgo de un aumento de la poptosis en tejido pulmonar
procedente de animales sometidos a ventilacibn mecanica con Vi elevado aporta
validez a nuestro modelo de VILI. El aumento de la poptosis asociado al VILI o al
estiramiento in vitro de células epiteliales alveolares ya ha sido reportado previamente.
Sin embargo, la demostracion de este fendbmeno en el presente modelo es de gran
importancia tanto para una mas extensa documentacién del modelo como para
reconocer otra varable que pudiera ser objeto de estudio en el caso de implementar
alguna medida terapéutica, como es el caso de la DDS en el presente estudio.

Respuesta inflamatoria: determinaciones séricas

Es conocido que la respuesta inflamatoria local inducida por la ventilacion mecéanica
no queda confinada al pulmén, sino que se pueden observar cambios en la
cxoncentracién de citoquinas en el suero y en otros 6rganos. Este fenémeno,
denominado descompartimentalizacion de la respuesta inflamatoria, explica los
cambios en el sistema inmune innato en 6rganos diferentes del pulmén durante la
ventilacibn mecanica con V; elevado. Las citoquinas liberadas por las células del
parénquima pulmonar durante el insulto mecanico no permanecen en el espacio
intersticial o intraalveolar, sino que acceden a la circulacion y pueden ser detectadas
en la sangre. Estas citoquinas circulantes pueden estimular el sistema inmune innnato
en diferentes 6rganos y sistemas, produciendo dafio a distancia del pulmon.

La documentacion de este fenébmeno es importante para demostrar que el modelo es
uatil para explicar los mecanismos del dafio no pulmonar asociado a la ventilacién
mecanica. Por otro lado, la demostracion de los cambios sistémico asociados a la
ventilacidbn mecanica tiene particular relevancia clinica, puesto que los pacientes con
SDRA (e, hipotetizamos, con VILI, entidad no reconocible actualmente en pacientes)
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facllecen como consecuencia de shock y fracaso secuencial de drganos (fracaso
multiorganico), mas que como consecuencia de hipoxemia en el contexto de la
insuficiencia respiratoria.

Nosotros encontramos un aumento significativo de la concentracién sérica de MIP-2, y
(sin alcanzar la significacion estadistica) de IL-lbeta. Estos resultados son
consistentes con una descompartimentalizacion de la respuesta inflamatoria inducida
en el pulmén por la ventilacion mecanicacon V; elevado. Esta conclusion (sobre la
descompartimentalizacion de la respuesta inflamatoria en el VILI) esta reforzada por el
hallazgo de cambios significativosen la concentracién de algunas citoquinas en el
tejido intestinal como 6rgano no pulmonar (vide infra).

La propuesta de que la elevacion sérica de MIP-2 procede del tejido pulmonar es una
asuncion que hay que justificar. De hecho como se discutira en detalle mas abajo, el
intestino (y las bacterias intestinales) pueden tener un papel en la produccion de la
citoquinas que se refleje en determinaciones séricas. Sin embargo, como se discutira
mas abajo, nosotros encontramos una marcada disminucién de la concentracién
tisular de MIP-2 en el intestino, acompafiada de una casi supresion de la expresion
génica de MIP-2 y de CXCR-2, su receptor. Por tanto, parece razonable asumir que la
MIP-2 detectada en el suero procede del pulmén, donde su concentracion se encontré
en efecto, muy elevada. Otras citoquinas cuya expresion se encontrd elevada en tejido
pulmonar de animales sometidos a VILI no presentaron un aumento en la
concentracion  sérica. Parece, pues, que en nuestro modelo la
descompartimentalizacion de la respuesta inflamatoria s6lo puede ser detectada
mediante la determinacién de MIP-2, o quiza mediante la determinacion de otras
citoquinas no determinadas por nosotros.

La descompartimentalizacién de la respuesta inflamatoria ha sido descrita en otros
modelos de VILI [150, 254, 261, 265]. Por ejemplo, Guery y cols [150] encontraron un
aumento de la concentracién sérica de TNF-a y un aumento de la permeabilidad
intestinal en ratas sometidas a ventilacion mecanica con V+; elevado. Siguiendo la
misma linea Haitsma y cols [261] ventilaron ratas durante 90-240 minutos con
diferentes estrategias (V+ en ml/kg /PEEP en cmH,0: 32/6, 32/0 y 13/3) y encontraron
un aumento de la concentracién sérica de IL-6 y MIP-2 sélo en las ratas ventiladas
con Vi alto, sin embargo en el LBA la concentracion de MIP-2 aument6 con las tres
estrategias ventilatorias; sugiriéndonos que la VM induce una respuesta inflamatoria
local pero soélo las estrategias ventilatoria lesivas son capaces de promover la
descompartimentalizacion de mediadores inflamatorios.

Algunos de nuestros resultados no son exactamente coincidentes con los resultados
de estudios antecedentes utilizando otros modelos de VILI. Por ejemplo, Chiumello y
cols [254] inducen VILI en ratas mediante aspiracion con HCI seguida de cuatro horas
de ventilacion mecéanica (modelo de doble dafio); Los niveles de MIP-2 y TNF-a
empiezan a elevarse a partir de las 2 horas en el LBA y en el suero TNF (a partir del
tiempo basal) y MIP-2 (a partir de la 1ra hora). Comparandolo con nuestros resultados,
es probable que en nuestro modelo, de un solo dafio y de corta duracion (2,5 horas)
no sea tan agresivo como el modelo de Chiumello para que no haya un aumento de
TNF-a en el suero y si de MIP-2. Sin embargo los hallazgos encontrados en el
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compartimento pulmonar fueron similares, es decir que se detecté un aumento de la
concentracion proteica y de genes de MIP-2 y TNF-a en el parénquima pulmonar. La
respuesta inflamatoria activada en el parénquima pulmonar (elevaciéon de MIP-2 y
TNF-a) y desde el compartimento alveolar e intersticial vertirse al circuito sanguineo,
proceso que puede ocupar mas tiempo de las dos horas de estudio.

Estas discrepancias pueden ser explicadas por diferencias en los modelos (insulto
Unico o doble), o por distinta cinética de liberacion de las citoquinas analizadas.

Sin embargo, existe la coincidencia fundamental entre nuestros resultados y los de
otros estudios en que la ventilacion mecanica con V1 elevado evoca una respuesta
inflamatoria pulmonar que puede ser detectada mediante la determinacion de la
concentracion del tejido pulmonar de diferentes citoquinas.

Respuesta inflamatoria intestinal

Se analiz6 el tejido intestinal como dérgano o sistema diferente del pulmén cuyos
cambios en la respuesta inflamatoria a la ventilacibn mecanica planeamos estudiar.
Puesto que el objetivo principal de la presente investigacion es demostrar el papel de
Ifias bacterias intestinales en la respuesta pulmonar a la ventilacibn mecanica, el
estudio del sistema inmune innato intestinal es de obligada consideracion.

La afectacion no pulmonar en el VILI ha sido estudiada en investigaciones previas.
Nosotros hemos analizado este aspecto en la biologia del VILI (es decir, la afectacion
de 6rganos diferentes al pulmoén asociada a la ventilacion mecanica con V; elevado) al
discutir la validez de nuestro modelo experimental (vida supra).

Aunque generalmente no reconocido, el tejido intestinal presenta un papel
fundamental en la respuesta inmune innata. Las células epiteliales intestinales
modulan la respuesta inflamatoria secretando citoquinas en respuesta a estimulos
presentes en el [limen intestinal. MIP-2 es una quimioquina que atrae a los neutrofilos,
y su secrecion por parte de las células epiteliales es aumentada por estimulos
inflamatorios como la IL-1B. Ohtsuka y cols [292] demostraron in vivo que la
produccion de MIP-2 por las células epiteliales aumenta la migracion de leucocitos al
intestino.

Guery y cols [150] demostraron que la ventilacibn mecanica con V; alto (30ml/kg)
durante dos horas induce un aumento de la permeabilidad intestinal atribuido a un
aumento de TNF-a a nivel sistémico. Para evaluar el papel de TNF-a en la
permeabilidad a nivel pulmonar e intestinal administraron por via sistémica anticuerpos
anti-TNF-a. Se midi6é la concentraciéon de albumina marcada en el LBA y en la luz
intestinal, encontrandose que la administracion de anticuerpos anti TNF-a protege del
aumento de la permeabilidad tanto a nivel intestinal como pulmonar. Estos resultados
apoyan la hipétesis de que el pulmon sometido a estrategias mecénicas perjudiciales
puede desencadenar una respuesta inflamatoria sistémica y la lesion y disfuncién de
organos a distancia.
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Cambios en la concentraciéon de citoquinas en tejido intestinal

En el presente estudio hemos demostrado que la aplicacion de V: elevado, en
comparacion con Vr bajo, se asocia con una menor concentracion intestinal de MIP-2
gque se acompafa de un efecto marcado sobre la expresion génica de MIP-2, y CXCR-
2, que disminuyen significativamente. La concentracion tisular de otras citoquinas
medidas (TNF-qa, IL-6 y MCP-1), asi como la correspondiente expresion génica, no
cambid de forma significativa.

¢Cuél es la causa de que la ventilacion mecanica con Vi elevado cause una
disminuciéon de la concentracibn de MIP-.2 en el intestino? La interpretacién de
nuestros resultados esta dificultada por la ausencia de estudios previos sobre la
respuesta inmune intestinal en el contexto del VILI. Diferentes estudios han analizado
la relacién entre VILI y dafio inflamatorio en otros érganos (Guery) sin embargo, en
nuestro conocimiento, ningun estudio ha analizado la relaciéon entre la ventilacién
mecanica con Vt elevado y el status del sistema inmune innato en otro 6rgano no
pulmonar como el intestino. Varias explicaciones son posibles. (i) El aumento de MIP-2
en tejido pulmonar y en suero suprime la expresion de MIP-2 intestinal. Aln cuando el
aumento de la concentracion sérica de MIP-2 no es muy marcado, es posible que,
debido al curso temporal de los cambios, sea suficiente en otros puntos en el
tiempopara explicar los cambios encontrados en el intestino. (ii) El VILI se asocia con
una respuesta antiinflamatoria (no medida en el presente estudio) que explique la
supresion de MIP-2 en otros érganos. Aun cuando son necesarios nuevos estudios
quye analicen en el VILI la respuesta inflamatoria en érganos diferentes al pulmon,
nuestros resultados indican claramente y de forma pionera cambios marcados en el
sistema inmune innato en el intrestino en el contexto del VILI.

Nuestros resultados nos permiten alcanzar conclusiones. Primero que el efecto es
muy marcado (disminucién muy sisgnificativa de la expresién génica de MIP-2).
Segundo, que el efecto no es indiscriminado sobre citoquinas comudnmente
determinadas. Es decir, sélo la determinacién de MIP-2 y la expresion génica
correspondiente demostrd los cambios buacados asociados a la ventilacién mecanica,
miestros que la determinacién de otras citoquinas, muy sensibles en general a
cambios en el status del sistema inmune innato en otras condiciones (i.e, TNF-q, IL-6,
MCP-1) y la expresién génica correspondiente no evidencié ningdn cambio.

Nuestras conclusiones sobre los cambios de la respuesta del sistema inmune innato a
la ventilacion mecéanica permiten fundamentar dos sugerencias para el disefio de
futuros estudios sobre la relacion entre el intestino y el pulmdén durante la ventilacion
mecanica. El primero hace referencia al interés de profundizar en el estudio de los
cambios en la via de sefializacion intracelular de MIP-2.

Segundo, se ha de planear la determinacion adicional de otras citoquinas no
planeadas en el presente estudio, con el objeto de definir mas extensamente el
expectro de cambios inducitos por la ventilacibn mecanica sobre un panel mas amplio
de proteinas pro o anti-inflamatorias.

152



Capitulo 2

Resumen de la discusion de los resultados (Objetivo 1)

Cambios en la_estructura y funcién pulmonares

Nuestro modelo es, pues adecuado y clinicamente relevante para el estudio de los
mecanismos e intervenciones potencialmente terapéuticas en el dafio pulmonar agudo
(conocido clinicamente en general como SDRA, particularmente el causado por la
utilizaciéon de ventilacion mecéanica con V+ elevado (VILI), condicidn que es objeto de la
presente investigacion. En efecto, nuestro modelo induce tras un periodo de
ventilacibn mecanica con V; elevado una condicion caracterizada por deterioro de las
propiedades mecanicas del pulmén, disfuncién pulmonar (deterioro del intercambio
gaseoso, hiperpermeabilidad alveolocapilar) asi como cambios histolégicos
consistentes con el desarrollo del DAD.

Cambios sistémicos

Encontramos que la ventilacion mecéanica con V1 elevado se asocia, no sélo con
cambios en la estructura y funcion pulmonares (vide supra), sino también con cambios
no pulmonares, que incluyen hipotension y disfuncion vascular in vitro, hiperglucemia y
elevacion de la actividad de enzimas ubicuos en la economia (LDH, CK, GOT, GTP)
que indican de forma inespecifica dafio celular.

Cambios en la respuesta inflamatoria pulmonar y apoptosis

La ventilaciobn mecanica con V; elevado se asocié con una respuesta inflamatoria
pulmonar caracterizada por elevacion significativa de TNF-a, IL-6, MIP-2, MCP-1 y sin
llegar a la significacion estadistica) IL-1 beta, y de la expresion génica
correspondiente.

Una de las caracteristicas esenciales de un modelo experimental de VILI es la
demostracion de una respuesta inflamatoria pulmonar. Nuestro modelo reproduce
satisfactoriamente esta condicion. En combinacion con los cambios descritos mas
arriba (deterioro de las propiedades mecanicas del pulmén, hiperpermeabilidad
alveolocapilar, cambios histolégicos consistentes con DAD), la demostracién de una
marcada y consistente respuesta inflamatoria hacen que nuestro modelo sea
adecuado para el estudio del VILI, y del estudio de la fisiopatologia y de intervenciones
potencialmente terapéuticas de esta condicion.

Cambios en la respuesta inflamatoria (determinaciones séricas)

En nuestro modelo se demuestran cambios en la concentracién sérica de citoquinas
(al menos de MIP-2) que indican descompartimentalizacion de la respuesta
inflamatoria inducida en el pulmén por la ventilacion mecénica con V; elevado.
Cambios semejantes en la concentracion sérica de citokinas han sido demostrados en
modelos de VILI. La demostracion de estos cambios es importante, pues puede ser
explicativa de dafio en 6rganos no pulmonares en el contexto de VILI.

Cambios en la respuesta inflamatoria intestinal

Nuestro modelo de VILI se asocia con cambios en el sistema inmune innato en
organos diferentes del pulmon como el intestino. Estos cambios se manifiestan, entre
las citoquinas medidas en el presente estudio, por una disminucién Unicamente de la
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expresion de MIP-2. Es posible que la medicién de otreas citoquinas en el tejido
intestinal permita ampliar el espectro de citoquinas intestinales modificadas por el VILI.

Los resultados presentados sugieren que parte de la respuesta sistémica al VILI
consiste en la induccion de cambios en el sistema inmune innato intestinal. El
mecanismo intimo del efecto del pulmén sometido a ventilacion mecénica con Vy
elevado sobre la disminucion de la concentracion tisular de MIP-2, y la disminucién de
la expresidon génica de MIP-2 y CXCR-2 es desconocido. Especulamos que el pulmén
sometido a ventilacion mecéanica con V1 elevado libera algun tipo de mediador anti-
inflamatorio que ejerce un efecyo inhibidor sobre el sistema inmune innato intestinal.

Discusion del Objetivo 2: Efecto del tratamiento con DDS sobre los cambios
inducidos por la ventilacion mecénica

Generalidades

El presente estudio es singular, puesto que hasta el momento no hay investigaciones
gue describan la influencia del tratamiento con DDS en los cambios inducidos por la
ventilacidbn mecanica, tanto a nivel pulmonar como sistémico (i.e; determinaciones en
suero y en otros tejidos como el intestinal). Los efectos del tratamiento con DDS que
se identifiquen en el VILI permiten concluir sobre el papel de las bacterias intestinales
en la respuesta inflamatoria (pulmonar y no pulmonar) inducida por la ventilacién
mecanica con Vy elevado.

Existe estudios sobre el efecto de la DDS en otros modelos de enfermedad. Por
ejemplo, Horton y cols [293] en un modelo de quemadura demostraron que la
administracionnde DDS (polimixina E, tobramicina y flucitocina) corrige las
alteraciones metabdlicas (cambios en el pH, y concentracion de lactato, exceso de
bases y concentracion de ca++ en sangre) y hemodindmicas (hipotension).
Posteriormente, los mismos autores estudiaron un modelo de quemadura y sepsis
inducida mediante la administracion por via intratraqueal de Streptococcus
pneumoniae [199]. Se objetivd que con el tratamiento con DDS protegié de las
alteraciones metabdlicas y hemodinamicas.

En este contexto, tras ofrecer una interpretacion plausible de los resultados obtenidos
en las diferentes determinaciones, nuestra discusion concluye (ver mas abajo) con una
propuesta sobre los mecanismos de accion del tratamiento con DDS en el dafio
pulmonar y no pulmonar inducido por la ventilacion mecénica; y un esquema
fisiopatol6gico propuesto sobre el papel de las bacterias intestinales en la respuesta
del sistema inmune innato ante ciertos estimulos (i.e; en nuestro caso la ventilacion
mecénica), La particular originalidad de nuestra investigacion hace que esta
conclusiones no puedan compararse con las alcanzadas tras el analisis de otros
resultados en un modelo semejante, sino que tengan que ser elaboradas tras
considerar (i) el conocimiento actual sobre los efectos del tratamiento con DDS en
otros modelos experimentales, asi como (ii) una interpretacién de nuestros resultados.
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Estructuray funcién pulmonares: Caracteristicas mecénicas

En nuestro modelo, el tratmiento con DDS se asocid con una tendencia (no
significativa) a una menor elevacion de la PIP y a una menor reduccion de la
distensibilidad del sistema respiratorio (Csg) durante el periodo de ventilacion
mecénica. Paralelamente, el aumento de la resistencia de la via aérea (Rva)
observado en el grupo que recibié ventilacion mecénica con V+ elevado no se aprecio
en los animales que recibieron también ventilacion mecanica con Vr elevado y fueron
ademas tratados con DDS.

Especulamos que estos efectos beneficiosos del tratamiento con DDS sobre la
mecénica respiratoria se explican por una menor formacion de edema en el contexto
de un efecto anti-inflamatorio del tratamiento con DDS. Este efecto antiinflamatorio
asociado al tratamiento con DDS esta en linea con (i) los efectos observados del
tratamiento con DDS en los animales control (sometidos a ventilacion mecéanica con V+
bajo) sobre la concentracion de varias citoquinas en tejido pulmonar, en el suero y en
tejido intestinal, tal como se ha discutido mas arriba; (ii) los efectos anti-inflamatorios
del tratamiento con DDS sobre los cambios inducidos por la ventilacibn mecanica con
V: elevado. Estos aspectos seran discutidos con mas detalle mas adelante.

Intercambio gaseoso

La hipoxemia inducida por la ventilacibn mecéanica con V; elevado no se modificé por
el tratamiento con DDS. Aln cuando la disminucion de la PaO, durante la ventilacion
con V; elevado se observd en ambos grupos (tratados y no tratados con DDS), sélo
alcanzé la significacion estadistica en el grupo tratado con DDS. Pensamos que este
efecto observado del tratamiento con DDS es sOlo aparente, pues no tiene
plausibilidad en el contexto de la constelaciébn de cambios asociados al tratamiento
con DDS observados en la presente investigacion. Nuestra interpretacion de los
cambios en la oxigenacion es, pues, que la ventilacion mecéanica con V; elevado se
asocia con hipoxemia que no es modificada por el tratamiento con DDS.

Permeabilidad alveolocapilar

Resulta de gran interés para concluir sobre los efectos del tratamiento con DDS sobre
los cambios inducidos por la ventilacion mecéanica con Vr elevado el hallazgo de una
menor elewvacién de la concentracion de proteinas en el LBA en los animales
sometidos a Vr elevado y tratados con DDS que en animales sometidos a Vr elevado
y no tratados con DDS. Este hallazgo del tratamiento con DDS sobre la
hiperpermeabilidad alveolocapilar inducida por el V; elevado esta apoyado también
por la determinacion de una menor concentracion de IgM en el LBA en los animales
tratados con DDS. Se puede concluir, pues, sobre el efecto protector del tratamiento
con DDS sobre la hiperpermeabilidad inducidos por la ventilacion mecénica con Vt
elevado.
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Cambios histolégicos

La ventilaciobn mecanica con Vt elevado se asocid, como se ha sefalado mas arriba,
con cambios histolégicos caracteristicos de DAD. Estos cambios, no siempre
encontrados en modelos de DPA inducido por la ventilacion mecéanica (i.e; VILI),
constituyen una caracteristica muy interesantede nuestro modelo, pues el correlato
histolégico caracteristico de SDRA en humanos es el DAD.

El tratamiento con DDS no cambié el score de dafio pulmonar, que es una merdicion
de la gravedad del DAD. En el contexto de los cambios del tratamiento con DDS sobre
la respuesta inflamatoriainducida por la ventilacion mecanica, este hallazgo newgativo
(ausencia de cambios en el dafio pulmonar histoldgico) indica que la respuesta
inflamatoria, atenuada mediante el tratamiento con DDS, sigue siendo de suficiente
intensidad (al menos emn el pulmén) para inducir cambios histolégicos indicativos de
inflamacién pulmonar (i.e., DAD).

Cambios sistémicos: Hipotension

Como se ha indicado mas arriba, la ventilacibn mecanica con V; elevado se asoci6
con hipotensién durante el periodo de la ventilacion mecanica. El tratamiento con DDS
no modific6 este cambio sobre la presion arterial.

El contexto general para interpretar este y otros hallazgos es la conclusién global del
presente estudio, que se va configurando en torno a un efecto anti-inflamatorio del
tratamiento con DDS.

El hallazgo negativo sobre el efecto del tratamiento con DDS sobre la hipotension
inducida por la ventilacion mecénica con Vt elevado sugiere que la atenuacion de la
inflamacién asociada al tratamiento con DDS es insuficiente para disminuir los
cambios en la presion arterial.

Alternativamente, es posible que los cambios en la presién arterial sean
independientes del desarrollo de la respuesta inflamatoria. Sin embargo, nosotros
hemos apoyado en general la hipétesis de que la hipotensién asociada a la ventilacién
mecénica con Vy elevado se explica mejor en el contexto de la respuesta inflamatoria
inducida por la ventilacibn mecanica que por otros cambios (como serian los cambios
en la precarga debidos a oscilaciones ciclicas de la PIP).

Determinaciones bioquimicas séricas (glucosa, LDH, CK, GOT, GTP)

La ventilacion mecanica con V; elevado se asocié con cambios en la concentracion
sérica de glucosa y en la actividad sérica de la LDH, CK, GOT y GTP.

Nosotros no encontramos que el tratamiento con DDS modificara en ingln caso
(concentracién de glucosa, actividad en suero de la LDH, CK, GOT y GTP) los
cambios inducidos por la ventilacion mecénica con Vi elevado. Estos hallazgos
negativos contrastan con los resultados de estudios previos sobre los efectos del
tratamiento con DDS en otros modelos (i.e; quemadura y sepsis), en los que se
demostré una menor respuesta metabdlica en animales tratados con DDS [197-199].
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De forma anéloga a la discusién previa sobre los efectos del tratamiento con DDS en
la hipotensién inducida por la ventilacion mecanica con V: elevado, se puede
argumentar para explicar la ausencia de efecto del tratamiento con DDS sobre estas
variables que la magnitud del efecto antiinflamatorio del tratamiento con DDS es
insuficiente para corregir estas alteraciones asociadas al VILI, o bien que se trata de
alteraciones en cuyo mecanismo no tiene un papel la respuesta inflamatoria.

Respuesta inflamatoria pulmonar y apoptosis

Los efectos de la ventilacion mecénica con V; elevado incluyeron un aumento de la
concentracion tisular y de la expresion génica de TNF-q, IL-6, MIP-2 y MCP-1. Ahora
bien, ¢Cual es el efecto del tratamiento con DDS sobre la respuesta inflamatoria
pulmonar inducida por la ventilacion mecanica con V; elevado?.

Los efectos del tratamiento con DDS en el status del sistema inmune innato del
pulmén han de ser considerados en dos condiciones: (i) en condiciones control, es
decir, ventilacién con V: bajo (¢depende del sistema inmune innato pulmonar de la
presencia de bacterias intestinales?); (ii) y en condiciones de VILI (¢,modulan las
bacterias intestinales la respuesta inmune pulmonar a la ventilacion mecéanica?).

En animales ventilados con Vr bajo, el tratamiento con DDS sélo afectd a la expresién
tisular de MCP-1, que fue menor en animales tratados con DDS que en animales no
tratados. La concentracion de citokinas en tejido y la expresion génica de otros genes
no se modificé por el tratamiento con DDS.

En animales sometidos a V+ elevado, el tratamiento con DDS atenulo el aumento de la
concentracion tisular de TNF-a, IL-6, MCP-1 e IL-1B. La expresion génica fue similar
en animales tratados con DDS que en animales no tratados.

Asi pues, nuestros resultados indican un efecto supresor de la respuesta inmune
:menor expresion génica de MCP-1 en condiciones basales (ventilacién con V; bajo), y
menor elevacion de citoquinas en tejido pulmonar en condiciones de VILI (ventilacién
mecanica con V5 elevado). Es decir, la presencia de bacterias intestinales contribuye a
parte de la respuesta inmune del pulmén a la ventilacibn mecanica.

La falta de correspondencia de los cambios en la concentracion tisular de citoquinas y
de su expresion génica es dificil de explicar con el presente disefio. La ausencia de
cambios en la expresion génica no indica necesariamente la existencia de cambios
postranscripcionales como explicacion de la disminucién de la concentracion tisular de
citoquinas, La expresion génica y la expresion de proteinas estan relacionadas de
forma compleja, y es posible que cambios en la concentracién de proteinas vayan
precedidos por cambios paralelos en la expresion génica, la cual puede presentar en
posteriores momentos cambios reciprocos a los encontrados en la concentracion de
proteina por un mecanismo de autorregulacion en presencia de una menor
concentracion del producto del gen.

Nuestros resultados sobre los efectos del tratamiento con DDS en el VILI son
originales y estan precedidos por similares resultados en otras condiciones [150].
Como ya se ha mencionado en detalle en la introduccion, existen trabajos que
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demuestran en diferentes modelos (quemadura, sepsis, shock hemorragico, isquemia-
reperfusion) una atenuacion de la respuesta inflamatoria en animales que reciben DDS
[196, 197, 199, 203].

Existe abundante literatura sobre el efecto de ciertos insultos ajenos al intestino (e.g;
shock, sepsis, isquemia-reperfusion, quemaduras) sobre la integridad y funcion
(permeabilidad) intestinales [201, 222] Reciprocamente, algunos de estos estudios
han analizado también el efecto de intervenciones como el tratamiento con DDS
atenua la respuesta inflamatoria [196, 197, 199, 203]. La conclusién es la presencia de
bacterias intestinales contribuyen a la respuesta inflamatoria sistémica y al dafio
(inflamacidn) en otros 6rganos tras un insulto sistémico.

Guery y cols [150] demostraron en ratas ventiladas durante 2 horas con V=30ml/kg +
PEEP=9mI/kg o Vi=10ml/kg +PEEP=2cmH,0O, que el VILI se asociaba con una
liberacion de TNF-a a nivel sitémico y con un aumento de permeabilidad intestinal, que
era atenuado mediante la administraciéon de anticuerpos anti-TNF-a. Estos resultados
apoyan la nocién que el VILI se asocia con cambios en la funcion intestinal.

Horton y cols [198] demostraron en un modelo de quemadura en ratas que el
tratamiento con DDS atenla las alteraciones metabdlicas, hemodindmicas y la
respuesta inflamatoria asociada a la quemadura. El tratamiento con DDS atenuo el
incremento  de citoquinas proinflamatorias liberado por los cardiomiocitos, Yy
proporciond protecciéon contra la disfuncién cardiaca inducida por la quemadura. En
otro modelo de quemadura y sepsis (inducida por la administracion intratraqueal de
Streptococcus pneumoniae)[199], los mismos investigadores encontraron que el
tratamiento con DDS atenla la respuesta inflamatoria sistémica y cardiaca y
disminuyd la bacteriemia inducidas por la sepsis.

¢, Cual es el mecanismo del efecto modulador de la respuesta inmune del tratamiento
con DDS? Los estudios previos[196, 197, 199, 203]. Han argumentado que el insulto
bajo estudio (quemadura, sepsis, shock hemorragico, isquemia-reperfusion) se asocia
con una pérdida de la integridad y un aumento de la permeabilidad del epitelio
intestinal. Consiguientemente, la translocacién bacteriana induce una respuesta
inflamatoria que es parte del dafio en los diferentes 6rganos que se observan en esos
modelos. En condiciones de tratamiento con DDS, los efectos de la translocacion de
bacterias o0 sus productos se encuentran atenuados, puesto que la carga bacteriana
intestinal esta disminuida enpresencia de DDS.

En nuestro caso, es posible que el VILI se asocie con una disrupcion del epitelio
intestinal y un aumento de la permeabilidad intestinal, con la consiguiente traslocacion
de bacterias o sus productos que amplifiquen la respuesta inflamatoria en el pulmon.
En efecto, los hallazgos de Guery y cols [150] de un aumento de permeabilidad
intestinal durante el VILI apoyan el concepto de un dafio epitelial intestinal en el
contexto de la ventilacibn mecanica con V; elevado. En presencia de tratamiento con
DDS, la carga bacteriana intestinal es menor y, por tanto, la respuesta inflamatoria
inducida por la ventilacion mecanica se encuentra atentada.

Otra explicacion posible tiene relacion con el papel de las bacterias intestinales en el
status del sistema inmune innato en el epitelio intestinal. La hipo6tesis que planteamos
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es que mediadores generados en el pulmén durante la ventilacibn mecanica inducen
una respuesta inflamatoria en el intestino. Estas citoquinas de origen intestinal
contribuyen a la respuesta inflamatoria en el tejido pulmonar. La eliminacién de las
bacterias intestinales suprime el sistema inmune innato del epitelio intestinal y atentia
por tanto, el componente intestinal de la respuesta inflamatoria observada en el
contexto de VILI.

Los efectos antiinflamatorios del tratamiento con DDS que proponemos han de ser
discutidos en el contexto de los efectos anteriormente comentados en esta discusion.
En efecto, el tratamiento con DDS se asocia también con un menor deterioro de la
mecanica del sistema toracico y una menor hiperpermeabilidad alveolocapilar en el
VILI, como se ha discutido méas arriba. Estos efectos beneficiosos sugieren una menor
formacion de edema, muy posiblemente debido a una respuesta inflamatoria
atenuada. Esta interpretacion es consistente con los hallazgos de una menor
concentracion de citoquinas en el pulmon en los animales que reciben tratamiento con
DDS.

Apoptosis

La ventilacion mecanica con V+ elevado se asocié con un significativo aumento de la
apoptosis en el pulmén. Sin embargo, el tratamiento con DDS no modificé el grado de
apoptosis inducido por la ventilacion mecanica con V+ elevado.

Respuesta inflamatoria: determinaciones séricas

La ventilacibn mecanica con V; elevado se asocia con una elevacion de la
concentracion sérica de MIP-2 y (sin llegar a la significacion estadistica) de IL-1pB.
¢Cbémo afecta el tratamiento con DDS a la concentracion sérica de cotoquinas y a los
cambios asociados al VILI?

En condiciones de ventilacién con V1 bajo, el tratamiento con DDS se asocié a una
significativamente menor concentracion sérica de TNF-a y de IL-6. La presencia de
bacterias intestinales es, pues, necesaria para el mantenimiento de un nivel de
citoquinas (al menos de TNF-a y de IL-6) en el suero. Estos cambios (disminucién de
la concentracion de TNF-a y de IL-6) en el suero. Estos cambios (disminucion de la
concentracion de TNF-a y de IL-6) no se encontraron en el tejido pulmonar ni
intestinal, luego la supresion de su concentracion en suero debe ser originada por una
disminucion de la liberacion de estas citoquinas por otro tejido. Es posible que, bien
debido a un grado bajo de translocacién de productos bacterianos en condiciones
normales, o bien debido a otros mediadores inflamatorios originados en el intestino (no
medidos por nosotros), otros tejidos (quiza el higado) contribuyan a los niveles séricos
de TNF-a y de IL-6. En ausencia de bacterias intestinales, al atenuarse ese grado
minimo de translocacion de productos bacterianos o al disminuir la respuesta inmune
del epitelio intestinal, disminuya la contribucion del higado a los niveles séricos de
estas citoquinas. No obstante, no es posible ofrecer una justificada explicacién del
hallazgo de una menor concentracién sérica de TNF-a e IL-6 en los animales tratados
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con DDS. A la luz de otros estudios Horton y cols [198] han medido citoquinas en el
suero y en sobrenadante de los cardiomiocitos procedentes de las ratas SHAM
tratadas y no tratadas con DDS; encuentran una menor concentracion de IL-6, TNF-a,
IL-18 e IL-10 en las ratas tratadas con DDS en comparacién con las no tratadas, estos
resultados guardan consonancia con los nuestros en el suero.

En los animales sometidos a ventilacion mecanica con V; elevado se aprecié un
aumento de la concentracion sérica de MIP-2. Este aumento no se vio afectado por el
tratamiento con DDS. Puesto que la ventilaciéon mecénica con Vt elevado no se asoci6
con elevacién de otras citoquinas, no es posible apreciar el efecto del tratamiento con
DDS sobre los cambios inducidos por la ventilacion mecénica con V+ elevado en la
concentracion de citoquinas.Sin embargo, es posible apreciar que el efecto supresor
del tratamiento con DDS sobre la concentracion sérica de TNF-a y la IL-6 en animales
sometidos a ventilacibn mecénica con Vr elevado y tratados con DDS presentaron (al
igual que los sometidos a Vr bajo) una concentracién sérica muy baja de TNF-a y de
IL-6.

Nuestros resultados sobre los cambios en la concentracion sérica de citoguinas estan
en linea con los hallazgos de los estudios discutidos mas arriba [196, 197, 199, 203]
que documentan una menor respuesta inflamatoria en condiciones de tratamiento con
DDS, apoyando asi el concepto del importante papel de las bacterias intestinales en la
respuesta inmune intestinal ante un insulto sistémico.

Respuesta inflamatoria intestinal

La ventilacibn mecénica con V; elevado se asocid con una disminucién de la
concentracion tisular de MIP-2 y de la expresiéon génica de MIP-2 y CXCR-2. ¢ Modifico
el tratamiento con DDS la respuesta inmune en el tejido intestinal? Esta pregunta ha
de ser respondida en dos condiciones: en condiciones de ventilacion con V; bajo
(¢cudl es el papel de las bacterias en el mantenimiento del sistema inmune innato
intestinal en condiciones normales?); y (ii) en condiciones de ventilacion con V;
elevado (¢modulan las bacterias intestinales la respuesta intestinal a la ventilacion
mecanica?).

En condiciones de ventilacion con V; bajo, el tratamiento con DDS disminuy6
marcadamente la concentracion tisular de MIP-2 y aumento la concentracion de IL-6, y
disminuyd la expresion génica de IL-6, MIP-2 y CXCR-2. Una vez mas, juestros
resultados indican que la presencia de bacterias intestinales es necesaria para el
mantenimiento de una expresion tisular de citoquinas, al menos para MIP-2, CXCR-2 e
IL-6.

El efecto de la ventilacion mecéanica con V; elevado sobre la concentracién tisular de
citoquinas (disminucién de la concentracion MIP-2, elevacion de la concentracion de
IL-6, y de la expresion génica de IL-6, MIP-2, CXCR-2) se mantuvo durante la
ventilacion mecanica con V; elevado.

El aumento de la concentracion tisular de IL-6 en presencia de una disminucién de la
expresion génica sugiere una inhibicion de la transcripcién debida a un aumento de la
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concentracion del producto (cuya elevacion se explicard por un aumento de la
expresion génica en algin momento anterior). Este resultado plantea una aparente
discrepancia en el contexto de otros resultados de la presente investigacion, que
indican generalmente una disminucion de la expresibn de proteinas y genes en
presencia del tratamiento con DDS, mientras que en el caso de la IL-6 se encuentran
unaumento de la concentracion tisular. En efecto, la relacion entre las bacterias
intestinales y la produccion de citoquinas por el epitelio intestinal es compleja, y no
resulta esperable que una intervencion (en nuestro caso, la administracién de
tratamiento con DDS y la consiguiente eliminacién de bacterias Gram-negativas)
origine cambios en todas las variables medidas en la misma direccion.

Esta discrepancia (aumento de la concentracion de IL-6 en tejido intestinal, en
presencia de una disminucién de la concentracién de otras citoquinas) no ilustra sino
la complejidad de las relaciones que proponemos estudiar (e.g; relacion del epitelio
intestinal- bacterias del lumen intestinal). La conclusién sobre el efecto modulador (en
general supresor de la concentracion de citoquinas y de su expresion génica, en algin
caso, como la IL-6, aumentando su concentracion tisular) mantiene su validez.

Existen estudios previos sobre el papel de las bacterias intestinales sobre el sistema
inmune innato del epitelio intestinal. Volker y cols [203] demostraron que en ratas
tratadas con DDS (polimixina E y tobramicina) un aumento de TNF-a e IL-6 en el tejido
intestinal.

Bahrami y cols [294] co-cultivaron células del epitelio intestinal humano con bacterias
comensales o patdgenas. Encontraron que las bacterias comensales suprimen la
expresion de genes de citoquinas asociadas a la respuesta inflamatoria, mientras que
las bacterias patdgenas inducen un aumento de la expresion de citoquinas pro y
antiinflamatorias.

Igualmente Chen y cols [295] demostré en ratas quemadas que la administracion de
antibidticos de amplio espectro (ampicilina, vancomicina, sulfato de neomicina y
metronidazol ad libitum durante cuatro semanas) se asociaba con la desaparicion de
la fora comensal y una menor concentracion proteina de TLR-4 y NFk-B y una
disminucién de la expresiéon de genes de TLR-4 en la mucosa intestinal. Esto vendria
a confirmar el papel de la flora comensal en el mantenimiento de la inmunidad innata
en el intestino a través de la sefial de TLR-4. El estudio anterior (Barami) dice que las
bacterias comensales suprimen. Tanto el estudio de Bahrami [294] de Chen [295]
dicen gque mantienen el sistema inmune innato.

Los estudios anteriores reportan resultados que son claramente complementarios de
los encontrados por nosotros. La flora patégena (eliminada mediante el tratamiento
con DDS) mantiene la activacion del sistema inmune innato en el epitelio intestinal, lo
cual explica el efecto en general supresor de la respuesta inmune asociado al
tratamiento con DDS.

Como propone Volker y cols [203] no se puede excluir el efecto de otros mecanismos
explicativos de algunos de los cambios observados, como son la estimulacion de las
células mononucleares del intestino por la polimixina, o la activacion del sistema
inmune innato por productos bacterianos procedentes de bacterias muertas como
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consecuencia del tratamiento con DDS. Estos mecanismos podrian explicar algunos
aspectos de los cambios observados como son la elevacién de la concentracion de IL-
6 en tejido intestinal en animales tratados con DDS.

Proponemos que el pulmdén sometido a un insulto (la ventilacion mecénica con V;
elevado) libera un mediador anti-inflamatorio (no medido por nosotros) que suprime
algunos aspectos del sistema inmune intestinal.

Por otro lado, el tratamiento con DDS modula (en general, inhibe) el sistema inmune
innato intestinal, por tanto en condiciones de ventilacion con V; bajo como en
condiciones de ventilacion con V; elevado. Por tanto, la presencia de bacterias
intestinales es necesaria para el mantenimiento del sistema inmune innato intestinal.

Resumen de la discusion del objetivo 2

Los resultados de la presente investigacion indica que el tratmiento con DDS suprime
en condiciones normales (ventilaciéon con V; bajo) algunos aspectos de la respuesta
inmune (disminucién de la expresion génica de MCP-1 en tejido pulmonar, disminucion
de la concentracion sérica de TNF-a y de IL-6, disminucién de la concentracion tisular
del intestino de MIP-2 y de la expresién génica de MIP-2 y CXCR-2). En condiciones
de VILI, la respuesta inflamatoria se encuentra en general atenuada por el tratamiento
con DDS. Como se ha discutido en detalle, estos cambios se encuentran en linea con
las investigaciones previas sobre el efecto del tratamiento con DDS en otras
condiciones, como el shock hemorragico, la sepsis, la quemadura y la isquemia-
reperfusion.

La conclusiébn es que la presencia de bacterias intestinales contribuye tanto al
mantenimiento de un status normal (en condiciones de ventilacién con Vt bajo) del
sistema inmune innato, como al desarrollo de la respuesta inmune tras un insulto
pulmonar (i.e; la ventilacién mecénica con Vr elevado.

Efectos de la DDS sobre la estructura y funcién pulmonares

La discusion de estos hallazgos en el contexto de la literatura publicada se encuentra,
como se ha sefialado mas arriba, dificultada por la ausencia de estudios previos sobre
los efectos del tratamiento con DDS en el VILI.

Nosotros hemos encontrado que el tratamiento con DDS atenua el deterioro de la
mecénica pulmonar (indicando mas posiblementeun efecto sobre el edema vy, por
tanto, sobre respuesta inflamatoria causante del edema) y la hiperpermeabilidad
alveolocapilar en el contexto del VILI.

Estos cambios (en combinacién con los observados en la respuesta inflamatoria, que
se discutirdn mas adelante) son consistentes con un efecto anti-inflamatorio del
tratamiento con DDS. Paralelamente, se puede concluir que las bacterias intestinales
tienen un papel amplificador de la respuesta inflamatoria tras un insulto, en nuestro
caso, la ventilacion mecanica con Vr elevado.
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El mecanismo que explica esta relacion entre las bacterias intestinales y la respuesta
inflamatoria inducida por la ventilacion mecanica se discutird en detalle mas adelante.

Efectos de la DDS sobre los cambios sistémicos

La ventilacion mecénica con Vr elevado se asocié con cambios en la concentracion
sérica de glucosa y en la actividad sérica de la LDH, CK, GOT y GTP. Ninguno de
estos cambios se modificd por el tratamiento con DDS. Es posible que la respuesta
inflamatoria inducida por la ventilacion mecanica no sea de la suficiente magnitud para
atenuar estos cambios, o bien que estos cambios asociados al VILI no se expliquen
por un mecanismo inflamatorio.

Efectos de la DDS sobre la respuesta inflamatoris pulmonar y apoptosis

Los cambios de la respuesta inflamatoria inducidos por la ventilacibn mecanica con Vy
elevado (elevaciéon de la concentracion en tejido pulmonar de varias citoquinas) se
encuentran atenuados en animales tratados con DDS. Este hallazgo permite concluir
que la presencia de bacterias intestinales contribuye a la respuesta inmune pulmonar
a la ventilacibn mecanica. Proponemos que el intestino, estimulado por mediadores
inflamatorios procedentes del pulmén,contribuyen a la respuesta inflamatoria liberando
mediadores que contribuyen a la respuesta inmune pulmonar. La presencia de
bacterias intestinales es necesaria para el desarrollo de esta respuesta intestinal.

Efectos de DDS sobre las determinaciones séricas

El tratamiento con DDS se asocia con un efecto supresor de la respuesta inmune
(menor concentracion sérica de TNF-a y de IL-6), tanto en animales sometidos a Vt
bajo como V; elevado puesto que no se observaron estos cambios en la concentracion
de TNF-a e IL-6 en los tejidos analizados (pulmén e intestino)no se puede ofrecer una
explicacibn mecanistica de estoshallazgos. Sin emabargo, en el contexto de los
cambios asociados al tratamiento con DDS observados en el pulmén y en el intestino
(ver mas abajo) los resultados sobre los efectos del tratamiento con DDS en la
concentracion sérica de citoquinas apoyan el concepto del papel modulador de las
bacterias intestinales en la respuesta inmune.

Efectos de DDS sobre la respuesta inflamatoria intestinal

La presencia de bacterias intestinales es necesaria para el mantenimiento del status
del sistema inmune innato, al menos para la concentracion de MIP-2, IL-6 y CXCR2.

Interpretacion global de los resultados: Respuesta inmune a la ventilacion
mecanica con Vt elevado y efecto del tratamiento con DDS

Nuestros resultados han de interpretarse en el contexto de la literatura sobre los
mecanismos del VILI y los efectos conocidos del tratamiento con DDS en el VILI y

otras condiciones. Esta interpretacién estd dificultada por la ausencia de estudios
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sobre especificamente los efectos del tratamiento con DDS en el VILI. Sin embargo, la
consistencia interna de nuestros resultados y elconocimiento del papel de las bacterias
intestinales en otras condiciones (i.e; sepsis, shock) permitirdn una interpretacion
global plausible de nuestros hallazgos.

Los resultados previos sobre el tema que nos ocupa conducen a tres conclusiones:
Primero, el dafio pulmonar inducido por la ventilacion mecénica se acompafa del dafio
intestinal. El VILI se asocia a dafio de otros 6rganos (no pulmonares), entre ellos el
intestino, donde se puede encontrar aumento de la permeabilidad [150]. Segundo, las
bacterias intestinales contribuyen a la respuesta inflamatoria ante diferentes insultos.
Ciertas condiciones, como el shock hemorragico, la sepsis, la quemadura y la
isquemia reperfusion se asocian con pérdida de la integridad y aumento de la
permeabilidad del epitelio intestinal [196, 201, 203, 222, 296].

El tratamiento con DDS, al disminuir la carga bacteriana intrestinal, previenen parte de
la respuesta a a esos insultos, documentando el papel de las bacterias intestinales en
el desarrollo de una respuesta inflamatoria ante diferentes insultos [196, 197, 199,
203]. Tercero, al status del sistema inmune innato del epitelio intestinal depende de su
interaccion con bacterias intestinales. El epitelio intestinal es muy activo desde el
punto de vista de la respuesta inmune. El sistema inmune innato del epitelio intestinal
depende de su interaccién con las bacterias intestinales, con las que se encuentra en
intimo contacto [156]. Una disminucion de las bacterias intestinales (e.g; mediante el
tratamiento con DDS) disminuye marcadamente la capacidad del epitelio intestinal de
mantener una respuesta inmune.

Los hallazgos descritos en la presente memoria son originales, pues el efecto del
tratamiento con DDS en la respuesta inflamatoria asociada a VILI no se ha descrito
previamente. La consistencia se los cambios observados permite, en el contexto de
los resultados publicados por otros investigadores, ofrecer una ex plicacion plausible y
con sentido fisiopatolégico de los cambios aobservados asociados al VILI y al
tratamiento con DDS.

Nuestros resultados indican claramente, mediante la mediciéon de varias citoquinas y
de su correspondiente expresién génica, asi como la determinacibmn de otros
cambios fisiopatoldgicos relacionados con el desarrollo de la respuesta inflamatoria
(mecénica del sistema torécico, permeabilidad alveolocapilar), que el tratamiento con
DDS ejerce un efecto supresor de la respuesta inmune, tanto en condiciones normales
(ventilaciéon con V: bajo), como en condiciones de ventilacion mecanica con V:
elevado.

Sin embargo a de ser sefialado que la explivcacion mecanistica concreta de la relacion
entre las bactewrias intestinales y la respuesta inflamatoria ante un insulto (e.g; la
ventilaciéon mecanica con Vr elevado) escapa a la presente investigacion. Es necesario
el desarrollo de esta linea de investigacion para identificar los mecanismos por lo que
las bacterias intestinales contribuyen a la respuesta inflamatoria en el contexto de VILI,
y para disefiar estrategias terapéuticas (quiza el tratamiento con DDS) que atenuen los
cambios pulmonares y sistémicos asociados al VILI.
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De la discusion precedente de nuestros resultados en el contexto de la literatura,
emerge un esquema fisiopatolégico como consecuencia de la interpretacion mas
pausible de nuestros resultados. En condiciones control (ventilacion mecanica con V¢
bajo), la eliminacion de bacterias gramnegativas intestinales mediante el tratamiento
con DDS suprime algunos aspectos del sistema inmune innato intestinalk. Este
resultado es muy consistente, puesto que demostramos en el intestino una
disminucion significativa de la concentracion tisular de MIP-2, y disminucién de la
expresion génica de MIP-2 y de CXCR-2. Asimismo, la misma tendencia (sin alcanzar
la significacion estadistica, pero dando consistencia a los hallazgos significativos) se
encontr6 en el caso de MCP-1 y de su expresion génica.

Por otro lado el tratamiento con DDS se asocia asimismo con una marcada
disminucién de la concentracién sérica de TNF-a y de IL-6. Esta disminucién no se
observo en ninguno de los tejidos analizados (pulmén e intestino) por lo que es posible
que otro érgano, probablemente el higado, contribuya a los niveles séricos de estas
dos citoquinas.

Especulamos que la liberacion (quiza hepética) de TNF-a y de IL-6 y la expresion de
MCP-1 depende en parte de alguna influencia que procedente del intestino, mediante
la liberacion intestinal de algun otro mediador inflamatorio. Esta capacidad intestinal de
contribuir a la produccién de citoquinas en otros érganos disminuye en condiciones de
ausencia de bacterias intestinales.

El corolario de estos hallazgos hace referencia a la necesidad de las bacterias
intestinales para el mantenimiento del sistema inmune innato en otros érganos.

La ventilacibn mecanica con V; elevado induce una respuesta inflamatoria pulmonar,
fendbmeno ya reconocido en la literatura. Esta respuesta es (parcialmente)
descompartimentalizada (elevacibn de la concentracibn sérica de MIP-2). La
descompartimentalizacion fue demostrada s6lo por la determinaciéon de la
concentracion sérica de MIP-2 y no de otras citoquinas, sugiriendo que bien se debe
s6lo a MIP-2 o bien que se debe a otras citoquinas no medidas en la presente
investigacion. En el contexto de esta descompartimentalizacién, el intestino conoce la
estimulacion del sistema inmune innato en otro lugar de la economia (pulmén) y es
estimulado para contribuir mediante la liberaciébn de mediadores inflamatorios a la
respuesta inmune pulmonar. La presencia de bacterias intestinales es necesaria para
que el intestino contribuya a esta respuesta inmune pulmonar ante el insulto (la
ventilacibn mecéanica con V: elevado). Ezste cross-talk intestino-pulmén esta
documentado por la menor elevacion de citoquinas en tejido pulmonar en el VILI tras
el tratamiento con DDS.

Sin embargo, la naturaleza de estos mediadores procedentes del intestino es
desconocida. Especulamos que, puesto que la concentracion sérica de TNF-a e IL-6
se encuentra muy disminuida en animales tratados con DDS, estas dos citoquinas
quizéd contribuyen a estimular el pulmén para el desarrollo de la respuesta inmune
tisular como respuesta a la ventilacibon mecanica con V; elevado en condiciones
normales (presencia de bacterias intestinales).

165



Capitulo 2

En resimen, los resultados originales de la presente investigacion permite alcanzar
dos conclusiones fundamentales, con diferentes implicaciones. La primera conclusion,
con una implicacion fisiopatolégica, es que la presencia de bacterias intestinales es
necesaria para el desarrollo de una respuesta inmune en el pulmén sometido a un
insulto como la ventilacion mecénica con V; elevado. La segunda conclusion, con
implicaciones terapéuticas, es que el tratamiento con DDS atenta algunos aspectos
de la respuesta inflamatoria y de la disfuncién pulmonar en el contexto del VILI.

Limitaciones de la investigacion

Se ha discutido hasta ahora los efectos de la ventilacion mecénica con Vyelevado en
nuestro modelo. La documentacion de estos cambios en el contexto del presente
estudio es de gran importancia, porque permite defender la validez del modelo para el
estudio de los mecanismos del VILI o el efecto de intervenciones terapéuticas. Sin
embargo, todos los modelos animales de enfermedad presentan limitaciones. El
reconocimiento de estas limitaciones es necesario con el objetivo de interpretar
adecuadamente los resultados.

En primer lugar, se utilizé un V:=9ml/kg como estrategia no lesiva, que se encuentra
fuera del rango aconsejado para su uso en pacientes (6-8ml/kg). Es conocido que el
uso de V:=9ml/kg se asocia con un cierto, aunque leve, grado de inflamacién y de
dafio pulmonar [265]. Sin embargo, consideramos que los cambios relativos
observados (al comparar Vt=9ml/kg con V;=25ml/kg) son validos y permiten una
descripcion adecuada de dafio pulmonar inducido por la ventilacibn mecanica, asi
como la descripcion de variables cuyo estudio es posible para analizar el efecto de
intervenciones terapéutivcas (en nuestro caso, tratamiento con DDS).

En segundo lugar, la duracion de la ventilacion mecéanica es de 2,5 horas, y es posible
gue en tiempos mas cortos o mas largos se observen cambios diferentes. Este efecto,
la respuesta inflamatoria y, en general, los cambios asociados al uso de la ventilacién
mecanica con V elevado, presenta un curso temporal, cuyo estudio es necesario para
la caraterizacion completa del modelo. En nuestro caso, tal caracterizacion se
encuentra pendiente, en consideracion a los recursos econdmicos y humanos que
requiere. Sin embargo, esta limitacion no resta validez a nuestros resultados, siempre
gue se considere en su interpretacion que los hallazgos se refieren a un soélopunto del
tiempo. De hecho, la consedieracion de la naturaleza temporal de los cambios
constituye una explicacion de los hallazgos reportados, como se puede apreciar en la
discusion de la presente memoria.

Critica del modelo

Nuestro disefio no permite en todos los casos una interpretacion de los resultados, por
ejemplo, la aparente discrepancia en los hallazgos de una disminucién de la respuesta
inflamatoria pulmonaren ausencia de cambios en la apoptosis pulmonar no es
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explicable, y s6lo hemos podido especular para explicar estos cambios. En efecto,
hubiera sido deseable abordar la medicion del grado de apoptosis utilizando dos o
mas técnicas que indiquen la presencia de células apoptoéticas.

El disefio del analisis ha incluido en general la compoaracion de las determinaciones
en el grupo sometido a Vr elevado con las determinaciones del grupo sometido a Vr
bajo. No se incluyeron determinaciones en muestras procedentes de un grupo no
ventilado. La limitacion en este caso consite en que es posible que el grupo (V1 bajo)
presente cambios en comparacion con el grupo no ventilado que permitan valorar
mejor los hallazgos en los dos grupos de ventilacibn mecéanica. Es decir, que la
ventilacibn mecénica con V1 bajo se asocie con un dafio (aunque quizas leve), que
habria que reconocer mediante la comparacion con un grupo no ventilado. De hecho,
s6lo para el caso de las determinaciones de la expresion de TLR-4 por Western blot se
incluyé un grupo no ventilado, comprobandose en efecto que el grupo sometido a V+
bajo presentaba un aumento de la expresion de TLR-4 en comparacion con el grupo
no ventilado.

Debido a la obligada limitacion de los recursos, no hemos podido abordar todavia los
mecanismos implicadops en el cross-talk pulmén-intestino, en la interaccion epitelio
intestinal-bacterias del lumen intestinal, o en la caracterizacibn méas extensa
(incluyendo mediaciones de otras citoquinas, y una descripcién mas detallada del perfil
de citoquinas pro- versus anti-inflamatorias) de la respuesta del sistema inmune innato
al insulto de la ventilacibn mecéanica con V+ elevado.
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1. Resumen

Objetivos

Estudiar la relacion entre la presion pico de la via aérea sobre los cambios inducidos
por la ventilacibn mecanica con Vt Alto.

Métodos

Ratas macho Sprague-Dawley, peso 300-350 gr, recibieron DDS (polimixina vy
tobramicina en agua) o placebo (vehiculo) 24 horas antes de recibir ventilacion
mecénica durante 2,5 horas. Los grupos de estudio en el presente capitulo estaban
determinados por la estrategia ventilatoria administrada (V+=9ml/kg + PEEP=5cmH,O
[VT Bajo, control] o con V:=25ml/kg + PEEP=0 cmH,O [V alto, VILI]), el tratamiento
con DDS (tratamiento con DDS o tratamiento con vehiculo) y el valor de la PIP al inicio
del experimento (t=0) (PIP<27cmH,O o PIP=27cmH,0). Los cuatro subgrupos de
animales fueron: V1 Alto + VEH PIP<27 cmH,0, V; Alto +VEH PIP=227cmH,0, V: Alto
+ DDS PIP<27cmH;0, V1 Alto + DDS PIP=27cmH,0. Al final del periodo de ventilacion
los animales los animales fueron sacrificados mediante exanguinacion, y se obtuvieron
muestras de sangre arterial para la determinacion de gasometria y congelacion para
las posteriores determinaciones bioquimicas y concentraciones de IL-18, IL-6, MCP-1,
MIP-2, TNF-a (ELISA) y endotoxina.

Se obtuvieron muestras de suero y tejidos (pulmonar e intestinal) para la
determinacion de la concentracion tisular de IL-6, MCP-1, MIP-2 TNF-a, CCR2.
CXCR2 (Elisa) y la expresion de los genes correspondientes (RT-PCR).

Se realiz6 lavado broncoalveolar (LBA) para la cuantificacion de IgM y proteinas
totales.

El pulmdn izquierdo se fij6 para su posterior estudio histolégico.

Todos los procedimientos siguieron los principios de animal de laboratorio (EU
86/609/CEE24-11, RD 1201/2005 BOE 10-10, ley 32/2007 BOE 7-11).

Se compararon los grupos mediante ANOVA factorial analizando los efectos de la
ventilacion mecénica y el tratamientop con DDS en las condiciones de ventilacion
mecénica con V1 Bajo y ventilaciéon mecanica con Vy elevado.

Resultados
Efectos de la VM

Las ratas que recibieron Vr alto con valor de PIP basal (227 cmH,0) en comparacion
con aquellas que presentaban PIP basal (<27cmH,O) mostraron hipotension,
disminucion de la distensibilidad pulmonar, hipoxemia, signos de dafio sistémico, asi
como aumento de la concentracién de proteinas e IgM en el LBA, de apoptosis, de la
concentracion tisular de TNF-a, MCP-1, IL-1-3 asi como un aumento de la expresion

170



Capitulo 3

de genes de IL-6 y MCP-1, y alteraciones histolégicas consistentes con la presencia
de dafio pulmonar agudo (presencia de membranas hialinas).

La ventilaciébn mecénica con V+ elevado con valor de PIP basal baja (sPIP 27cmH,0)
no altera los niveles de TNF-q, IL-6, MIP-2, MCP-1 Y IL-1B, en comparacion con las de
PIP basal elevada (=PIP 27 cmH,0).

En el tejido intestinal, las ratas con valor de PIP basal (=27 cmH,0), en comparacién
con las de PIP basal (< 27 cmH,0), se encontré una mayor concentracién (aunque no
alcanzado la significacién estadistica) de TNF-a, MIP-2 y MCP-1 y una mayor
expresion de genes MIP-2 y CXCR2.

Efecto del tratamiento con DDS

El tratamiento con DDS en los animales que recibieron ventilacion mecanica con Vy
elevado con valor PIP basal <27cmH,0 en comparacion con el grupo no tratado no se
asocié a ningin cambio de la presion arterial, distensibilidad pulmonar, intercambio
gaseoso, concentracion de IgM o proteinas en LBA.

En el tejido pulmonar se observd una mayor concentracion de IL-6 , en comparacion
con el grupo no tratado con DDS, y una menor expresion génica (no significativa de
MIP-2).

En el suero, el tratamiento con DDS se asoci6 con una disminuciéon de la
concentracion de TNF-.a en comparacién con el grupo no tratado.

En el tejido intestinal, los animales tratados con DDS mostraron una respuesta
inflamatoria atenuada (menor concentracién aunque estadisticamente no significativa
de TNF-q, IL-6, MIP-2 y MCP-1) y no hubo cambios en la expresién de genes.

El tratamiento con DDS en los animales que recibieron ventilacibn mecanica con Vy
elevado con valor PIP basal 227cmH,0O en comparacion con el grupo no tratado se
asocidé con una atenuacion de la elevacion de la Raw Y un aumento de la permeabilidad
alveolocapilar y de la respuesta inflamatoria en el tejido pulmonar (menor elevaciéon
de la concentracion tisular de TNF-q, IL-6, MIP-2 y MCP-1).

En el suero, el tratamiento de la DDS atenula la respuesta inflamatoria (disminuye el
TNF-ay IL-6).

En el tejido intestinal, el tratamiento con DDS mostré una menor concentracion de IL-6,
y una menor expresion de genes CXCR2 y MIP-2.

Conclusiones

Los efectos nocivos de la ventilacion mecanica con V; elevado se aprecian sélo en los
animales que presentan un valor elevado de PIP al inicio del experimento. Solo en
este grupo con PIP elevada se demuestran los efectos beneficiosos del tratamiento
con DDS.
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2. Objetivos

Los objetivos de este trabajo han sido los siguientes:

1. Estudiar la relacion entre la presion de la via aérea sobre los cambios inducidos por
la ventilacion mecéanica con VT elevado sobre:

La mecanica respiratoria

La funcion pulmonar

La hemodinamia

La afectacion de otros 6rganos

La respuesta inflamatoria, apoptoética, expresion de TLR-4 pulmonar
La respuesta inflamatoria sistémica

La respuesta inflamatoria intestinal

2. Estudiar la relacion entre la presion de la via aérea y los efectos de la DDS sobre
los cambios inducidos por la ventilacion mecéanica sobre:

La mecanica respiratoria

La funcion pulmonar

La hemodinamia

La respuesta inflamatoria, apoptética, expresion de TLR-4 pulmonar.
La respuesta inflamatoria sistémica

La respuesta inflamatoria intestinal

3. Material y Métodos

Determinacién del valor de PIP en t=0 que define dos fenotipos de acuerdo ala
respuesta de la ventilacién mecanica

Durante el curso de los experimentos se hizo la observacion de que entre el grupo de
animales sometidos a V; elevado, algunos presentaban dafio cardiovascular y
pulmonar (manifestado como hipotension e hipoxemia) tras el periodo de ventilacién
mecanica, mientras que otros animales no presentaban dafio. Una vez realizado el
examen histolégico de las muestras de tejido pulmonar, se comprobé que aquellos
animales que presentaban una peor evolucion durante el tiempo de la ventilacion
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mecanica (hipotension e hipoxemia) también presentaban mayor dafio histolégico
pulmonar.

Parecen, pues, definirse dos fenotipos determinados por el grado de susceptibilidad a
la ventilacion mecanica. En nuestro conocimiento, no se ha sefialado este fenomeno
previamente en la literatura. Denominaremos a ambos fenotipos (caracterizados por
una diferente respuesta al mismo insulto) “susceptible” y “resistente”.

Asimismo, se aprecioé que los animales que desarrollaban cambios cardiovasculares y
pulmonares durante el tiempo de ventilacion mecanica con V; elevado presentaban
valores de PIP al inicio del tiempo de ventilacion mecanica mayores que los animales
que no desarrollaban esos cambios. En efecto, al aumentar el V; al inicio del
experimento (t=0), todos los animales presentan subsiguientemente un esperado
aumento de la PIP. Sin embargo, los animales susceptibles a la ventilacion mecéanica
presentaban en t=0 (antes del inicio del insulto) unos valores de PIP mayores que los
animales resistentes.

Estas observaciones condujeron a la hipétesis de que los efectos de la ventilaciéon
mecéanica en general sobre la respuesta inflamatoria y, por tanto, los efectos
beneficiosos de la DDS, podrian ser mas marcados en aquellos animales que
desarrollan mayor grado de dafio tras la ventilacibn mecanica (susceptibles versus
resistentes). Por eso analizamos el efecto de la ventilacibon mecanica y de la DDS
(sobre las mismas variables analizadas en el capitulo 1) en relacién con el valor inicial
(t=0) de PIP. Para ello se compararon los cambios inducidos por la ventilacién
mecanica y por la DDS en el grupo sometido a V: Bajo, el grupo sometido a Vy
elevado y que presenta una PIP baja en t=0, y el grupo sometido a V+ elevado y que
presenta un valor de PIP alta en t=0.

Aunque resulté evidente para el experimentador el valor de PIP en t=0 que discrimina
los animales que subsiguientemente, tras el periodo de ventilacibn mecanica,
desarrollaran dafio (susceptibles versus resistentes a los efectos de la ventilacion
mecanica), se siguid una metodologia objetiva para determinar el valor de PIP que
caracteriza a ambos grupos de animales.

Para ello se calcul6 el &rea bajo la curva ROC de los valores de PIP (t=0) para
diagnosticar el grado de dafio histolégico pulmonar medido por el score de dafio
pulmonar. Este score asigna una puntuacion de 0 a 4 en relacion al grado de dafio
histolégico. Puesto que el célculo de area bajo la curva ROC requiere que la variable
diagnéstica sea dicotomica, se calcularon areas bajo la curva ROC con todas las
opciones de dicotomizar el dafio pulmonar (score de 0 a 4), considerando las
siguientes opciones: (1) score Oversus score 1, 2, 3, 4; (2) score 0,1 versus 2, 3, 4; (3)
score 0,1,2 versus 3,4 (la opcion score 0, 1, 2, 3 versus 4 no fue considerado pues
ningan caso presentd un score de 4). Se averiguo la opcion de clasificacion del dafio
pulmonar de forma dicotémica que se asociaba con una mayor area bajo la curva. En
esa opcion, se identificé el valor concreto de PIP (t=0) que se asocia con una mejor
sensibilidad y especificidad (el valor cuya suma sensibilidad + especificidad es mayor).
Este valor fue utilizado para definir los dos fenotipos de acuerdo con la respuesta a la
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ventilacion mecanica (i.e, clasificar a los animales sometidos a V+ elevado en dos
grupos: susceptibles y resistentes).

La asignacion del score histolégico se realiz6 de acuerdo al criterio del nUmero de
membranas hialinas identificadas en 100 campos observados: ausencia de
membranas hialinas en 1 y 8 campos, score 0 y membranas hialinas entre 25-76,
score 1.

Otros métodos

Los métodos para alcanzar los presentes objetivos coinciden con los descritos en el
capitulo 2 para las determinaciones de las variables respiratorias y hemodinamicas, de
la concentracion de las citoquinas, de la expresion génica, y del analisis histolégico.

Se compararon las variables en los grupos sometidos a ventilacion con V; Bajo y
ventilaciébn mecanica con Vr elevado (con PIP elevada y PIP baja en t=0).

4. Resultados

Determinacidon del valor de PIP en t=0 que define dos fenotipos de acuerdo con
la respuesta a la ventilacion mecanica (Tabla 1, 2y 3. Figura 1)

Se calculé el area bajo la curva ROC de los valores de PIP (t=0) para diagnosticar el
grado de dafio histologico pulmonar medido por el indice de dafio pulmonar
considerando todas las opciones para categorizar la variable de forma dicotémica ((1)
score 0 versus score 1, 2, 3, 4; (2) score 0,1 versus 2, 3, 4; (3) score 0, 1, 2 versus 3,
4. El area bajo la curva ROC de las diferentes opciones (1,2 y 3) se muestran en las
tablas 1, 2y 3.

La tercera opcion (score 0, 1, 2 versus 3,4) presentaba la mayor area bajo la curva
ROC. Por tanto, se decidi6 clasificar a los animales de acuerdo con el valor de PIP que
se asocia con una mejor sensibilidad y especificidad (el valor cuya suma sensibilidad +
especificidad es mayor) en esta opcion. Este valor resulté ser 26.5 cmH,O. Por otro
lado, este valor (de mayor sensibilidad y especificidad para el diagnéstico del dafio
histolégico pulmonar) fue el mismo para los otros modelos clasificatorios.

Asi pues, se definieron dos nuevos grupos (dentro de los animales que recibieron V+
elevado) para analizar los efectos de la ventilacion mecéanica y de la DDS: aquellos
con PIP<27 cmH,0 y aquellos con PIP=27 cm H,0.

En realidad el area bajo la curva ROC del modelo 2 y 3 son idénticas.
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Tabla 1. Modelo 1, Area 0,943 + 0,024 (indice O versus 1, 2, 3y 4)

Sensibilidad 1-Especificidad Especificidad S+E

14,5

e

18,5 1 0,475 0,525 1,525
20,5 1 0,322 0,678 1,678

22,5 1 0,203 0,797 1,797

245 0,7 0,102 0,898 1,598
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Tabla 2. Modelo 2, area 0,963 + 0,024 (indice 0, 1y 2 versus 3y 4)

Sensibilidad 1-Especificidad Especificidad S+E
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Tabla 3. Modelo 3, area 0,963 + 0,024 (indice 0, 1y 2 versus 3y 4)

Sensibilidad 1-Especificidad Especificidad S+E
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Figura 1. Correlacion de la Sensibilidad y la (1-especificidad) de los modelos
1,2y3
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Por tanto, los grupos de estudio en el presente capitulo se determinaron de acuerdo a
la estrategia ventilatoria administrada (V; mecénica con V; Bajo y ventilacién
mecanica con Vr elevado), el tratamiento con DDS (tratamiento con DDS o tratamiento
con vehiculo) y el valor de la PIP al inicio del experimento (t=0) (PIP<27cmH,O o
PIP=27cmH,0).

Grupo 1: Vy Alto + vehiculo (Vt Alto + VEH)

Subgrupo 1: V Alto + VEH PIP<27
Subgrupo 2: V¢ Alto + DDS PIP=27

Grupo 2: V7 Alto + DDS

Subgrupo 3: V1 Alto + DDS PIP<27
Subgrupo 4: V1 Alto + DDS PIP=27

Relacién entre la PIP (t=0 min) y los cambios inducidos por la ventilacién
mecanicay el tratamiento con DDS en la PAM (Fig. 3y tabla 4)

Como se indic6é en el capitulo 2, la PAM disminuyd en todos los grupos analizados,
alcanzando la significacion estadistica s6lo en el caso de los animales sometidos a Vt
elevado y tratados con DDS.

Sin embargo al separar los grupos someytidos a Vt elevado de acuerdo con el valor
de la PIP basal encontramos que el delta de PAM (diferencia entre el valor inicial y el
valor final) era mayor en que en el grupo sometido a ventilacion con V Bajo sdlo en el
grupo sometido a ventilacién a ventilacibn mecénico con V; elevado y PIP elevada,
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pero no en el grupo sometido a ventilacion mecénica con V; elevado y PIP baja,
alcanzando la significacién estadistica sélo en los animales tratados con DDS.

En resumen:

(a) la aplicacién de V; elevado se asocia con una disminucion progresiva de la
PAM (como se indicé en el capitulo 2)

(b) esta disminucién de la PAM asociada a la aplicacion de la ventilacion mecénica
con Vr elevado se aprecia so6lo en aquellos animales con PIP basal elevada

(c) el tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilacién
mecanica con Vt elevado sobre la PAM.

Figura 2. Relacién de la PIP con los cambios inducidos por la ventilacion
mecanica y el tratamiento con DDS en la PAM
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Tabla 4. Relacion de la PIP con los cambios inducidos por la ventilacion
mecanica y el tratamiento con DDS en la presion arterial media (mmHg)

Vt Tratamiento t=0min t=150min Delta

V7 Bajo VEH 118+14,4 92+11,2 | -26+14,1

DDS 110+17,1 93+17,3 1 -18+17,9

V7 Alto VEH 120+16,2 82+17,3 1 -38+22.8

DDS 120,8+14 85,1+16 -35,7+14,8

V7 AltoPIP<27cmH,0 VEH 123+14,7 88+9,3 1 -35+16,2
DDS 124+12,3 94493 1 -30+10

Vr Alto PIP227cmH;0 VEH 111+14 75+21,9 | -41+28,9

DDS 115+16,2 69+12,6 1 -46+17 T

El Delta indica la diferencia entre el t=0 y t=150 min. Los valores son la media £SD. Se aplic
ANOVA de una via; test de comparacién multiple Bonferroni:

1tp<0.05 vs V; Bajo + DDS

Para la comparacién entre t=0 y t=150 min se aplico el t-test: p<0.05 vs t=0

Efectos sobre los cambios de la mecanica respiratoria

Nuestro segundo objetivo fue estudiar la relacién entre la presién pico de la via aérea
y los efectos de la DDS sobre los cambios inducidos por VM sobre la mecénica
respiratoria.

Presién pico de la via aérea (Fig.3, tabla 5)
Como se indicé en el capitulo 2, la PIP aumentd en los grupos sometidos a V+ elevado.

Sin embargo, al separar los grupos sometidos a Vr elevado de acuerdo con el valor de
PIP basal, encontramos que el delta de PIP (diferencia entre el valor inicial y valor
final) era mayor en los grupos con PIP=27cmH,0O, en comparacion con el delta del
grupo sometido a V; Bajo. Ademas, el delta del grupo V; Alto con PIP=227cmH,0, en
compasion con el delta del grupo sometido a V+ Bajo. Ademas, el delta grupo V; Alto
con PIP=227cmH,0 fue también mayor que el delta del grupo V;: Alto segun la PIP
basal (<27cmH,0 o0 =227cmH,0).

No hubo diferencias entre los cambios de la PIP en relacién al tratamiento con DDS, ni
considerando al grupo V+ elevado globalmente, ni separando el grupo de Vr elevado
seguln la PIP basal (<27cmH,0 o 227cmH,0).

En resumen:

(a) La aplicaciéon de V+ elevado se asocié con una elevacion de la PIP (como se
indicé en el capitulo 2 de la presente memoria);

(b)Este efecto de la elevacion de la PIP se aprecia sélo en los animales que en
momento inicial del experimento presentan una PIP=27 cmH,0;
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(c)El tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilacibn mecanica
(V+ Alto) sobre la PIP.

Figura 3. Relacion de la PIP y los efectos de la DDS sobre los cambios
modulados por la Ventilaciébn mecénica.
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Tabla 5. Relaciéon de la Presion pico (cmH,0) y los
cambios modulados por la ventilacion mecanica

Capitulo 3

efectos de la DDS sobre los

Vt Tratamiento t=0 t=150 Delta
v, Bajo VEH 17+1,9 18+1,6 () 1+1,1
DDS 17+2,2 18+1,7 1+1,3
v, Alto VEH 26+4,3 33+10,4 (1) 7+6,5 *)
DDS 25,4+3,3 31+7,9 (1) 5,6+5,6 ()
VTAIto PIP<27cmHZO VEH 23+2,0 24+3,2 2+1,5
DDS 23,4+1,7 25,8+2,5 (1) 2,5+2,5
VTAIto PIP227cmH20 VEH 30+2,8 42462 (1) 11456 (*) (+)
DDS 29+2,0 40,4+3,3 (1) 11,3+2,2(11)(&)

El Delta indica la diferencia entre t=0 y t=150 min. Los valores son la media £SD. Se aplicé
ANOVA de una via; test de comparacién multiple Bonferroni:
*p<0.05 vs V7 Bajo + VEH; 1p<0.05 vs V1 Bajo + DDS;

+p<0.05 vs V1 Alto PIP<27; &p<0.05 vs Vt Alto PIP<27 +DDS

fp<0.05 vs t=0.

Distensibilidad dinamica (compliance) (Fig.4, tabla 6)

Como se indicé en el capitulo 2, la Cpyy disminuy6 en los grupos sometidos a V+
elevado.

Sin embargo, al separar los grupos sometidos a Vr elevado de acuerdo con el valor
de la PIP basal, encontramos que el delta de Cpyy (diferencia entre el valor inicial y
final) era diferente del grupo sometido a ventilaciéon con V; Bajo sélo en el grupo
sometido a ventilacibn mecanica con Vr elevado y PIP basal elevada, pero no en
el grupo sometido a ventilacion mecénica con Vr elevado y PIP basal baja.

No hubo diferencias en los cambios de la Cpyy €n relaciéon al tratamiento con DDS,
ni considerando al grupo Vr elevado globalmente, ni separando el grupo de Vr
elevado segun la PIP basal (<27 cm H,O 6 227 cm H,0).

En resumen:
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La aplicacion de Vt elevado se asocié con una disminucién de la distensibilidad
(como se indicé en el capitulo 2 de la presente memoria);

(a) este efecto de la disminucion de la distensibilidad se aprecia s6lo en los
animales que en momento inicial del experimento presentan una PIP227 cmH,0;

(b) el tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilacion
mecénica con Vr elevado sobre la distensibilidad.

Figura 4. Relacion de la PIP con los cambios inducidos por la ventilacion mecanica y
el tratamiento con DDS en distensibilidad pulmonar
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(A) Relacion de la distensibilidad sobre los
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Relacion entre la PIP y los efectos de la
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V1 Alto + PIP227 + DDS &p<0.05 frente a
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(B) El Delta indica la diferencia entre t=0y
t=150 min. Se aplico ANOVA de una via;
test de comparacién multiple Bonferroni, el
valor de p se refiere a la comparacion entre
los delta de los cuatro grupos:

*p<0.05 vs Vr Bajo + VEH

1 p<0.05 vs V1 Bajo + DDS

+p<0.05 vs Vr Alto + VEH PIP<27

&p<0.05 vs V1 Alto + DDS PIP<27
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Tabla 6. Relacién de la PIP con los cambios inducidos por la ventilacion mecanica y
el tratamiento con DDS en distensibilidad pulmonar (ml/cmH,0)

Vr Tratamiento t=0 t=150 Delta
V_Bajo VEH 0,30+0,04 0,27+0,03 () -0,03+0,03
DDS 0,30+0,06 | 0,27%0,03 -0,03+0,03
VT Alto VEH 0,39+0,06 | 0,30+0,10 (1) | -0,09+0,04 (*)
DDS 0,42+0,06 0,33+0,10 () -0,08+0,05 ()
VT AItoPIP<27cmHnO VEH 0,44+0,05 0,39%0,06 -0,04+0,03
DDS 0,44+0,05 | 0,39+0,08 (1) | -0,06+0,04
V_Alto PIP227cmH_O VEH 0,34+0,03 | 0,22+0,02 (1) = -0,12+0,02 (*)(+)
DDS 0,37+0,02 0,23+0,02 () -0,13+0,03 ()(&)

El Delta indica la diferencia entre t=0 y t=150 min. Los valores son la media £SD. Se aplicé
ANOVA de una via; test de comparacién multiple Bonferroni: *p<0.05 vs V¢ Bajo + VEH;
Tp<0.05 vs V¢ Bajo + DDS;

+p<0.05 vs V7 Alto + VEH PIP<27;

&p<0.05 vs V7 Alto + DDS PIP<27

fp<0.05 vs t=0

Resistencia de la via aérea (Fig. 5, tabla 7)

Como se indico en el capitulo 2, la Raw aumentd durante el periodo de ventilacion
mecanica con V; elevado, en comparacion con el V; Bajo. Este efecto fue
atenuado por el tratamiento con DDS, observandose tan solo en el grupo que no
fue tratado con DDS.

Sin embargo, al separar los grupos sometidos a Vr elevado de acuerdo con el valor
de PIP basal, encontramos que el delta de Raw (diferencia entre el valor inicial y
valor final) era mayor solo en los grupos con PIP=27 cmH,O, en comparacion con
el delta del grupo sometido a V+ Bajo. Ademas el delta del grupo Vt elevado con
PIP=27 cmH,O fue también mayor que el delta del grupo V; elevado con
PIP<27cmH,O.No hubo diferencias en los cambios de Ry en relacion al
tratamiento con DDS.
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Figura 5. Relacion de la PIP con los cambios inducidos por la ventilacibn mecanica y
el tratamiento con DDS en la resistencia de la via aérea
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Tabla 7. Relacion de la PIP y los efectos de la DDS sobre los cambios inducidos por la
VM en la resistencia (cm H,O/L/s)

V+ Tratamiento t=0 t=150 Delta
v, Bajo VEH 106+20,7 = 97+20,9 -8+9,2
DDS 102+20,6 | 95+21,3 -7+13,9
v, Alto VEH 129+23,8 | 1674588 (1) | 39+58,9
DDS 154+27,7  148,655,7 -1,9+39,5 (*)
v, Alto PIP<270mH20 VEH 130+20,1  116+12,9 -26+39,1
DDS 148+23,8 | 118+20,3 () | -26+19,0
v, Alto PIP227cmH O VEH 130+29,0 | 204+48,6 () | 74+45,3 (*)(+)
DDS 166+32,3  204+58,3 39+30,5(7T)(&)

El Delta indica la diferencia entre t=0 y t=150 min. Los valores son la media £SD. Se aplicé
ANOVA de una via; test de comparacién multiple Bonferroni:

*p<0.05 vs V¢ Bajo + VEH; mp<0.05 vs V; Bajo + DDS;

+p<0.05 vs V7 Alto + VEH PIP<27; &p<0.05 vs V; Alto + DDS PIP<27

fip<t=0

Intercambio gaseoso (Tabla 8; figura6y 7)

Como se indic6 en el capitulo 2, la PaO,/FiO, disminuyd en los animales sometidos a
V+ elevado (la diferencia entre t=150 min y t=0 min alcanzé la significaciéon estadistica
sélo en el grupo tratado con DDS).

Sin embargo, al separar los grupos sometidos a Vt elevado de acuerdo con el valor de
PIP basal, encontramos que el delta de PaO,/FiO, (diferencia entre el valor inicial y
valor final) era mayor que en el grupo sometido a ventilacion con V; Bajo solo en el
grupo sometido a ventilacion mecanica con Vr elevado y PIP basal 227cmH,0 (y no
en el grupo con PIP basal <27cmH,0).

Las gasometrias se determinaron en muestras de sangre obtenidas antes del inicio de
la ventilacion mecéanica (t=-5 min, basal), y al finalizar el experimento (t=150min)
(Tabla6y7)

En resumen:
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(a) La aplicacion de V1 elevado se asocié con una disminucion aunque no significativa
de la PaO,/FiO,(como se indicé en el capitulo 2 de la presente memoria);

(b) este efecto de la disminucion de la PaO,/FiO, se aprecia sdélo en los animales que
en momento inicial del experimento presentan una PIP227 cmH,0;

(c) el tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilacion mecanica
(V1 Alto) sobre la PO,/FiO,

Figura 6. Relacion de la PIP con los cambios inducidos por la ventilacibn mecanica y
el tratamiento con DDS en la ratio de la presion parcial de oxigeno a nivel arterial
(Pa0.,) y la fraccién inspirada de oxigeno (FiO,) a t=150 minutos

PaOZ/ F|02

600+ Em +VEH
550- 3 +DDS
500+ n *
4504
4001 &
3504 n
3004
250+
200+
150+
100+
50+

PIP<27 PIP>27
V; Bajo Vy Alto Vy Alto

La ratio entre la presién parcial de oxigeno a nivel arterial (PaO,) y la fraccién inspirada de
oxigeno (FiO,) fueron evaluados al finalizar el periodo de la ventilacion mecanica.
*p<0,05 frente a V; Bajo + VEH

+p<0,05 frente V7 Alto + VEH PIP<27

p<0,05 frente a V Bajo + DDS

&p<0,05 frente a V1 Alto + DDS PIP<27
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Tabla 8. Relacion de la PIP con los cambios inducidos por la ventilacion mecéanica vy el
tratmiento con DDS en el intercambio gaseosos (mmHgQ)

PaOZ
V1 Tratamiento t=0 t=150 Delta
VT Bajo VEH 171+20,24 176+£22,71 5+13,21
DDS 173+£17,05 178+19,08 5+10
VT Alto VEH 166+14,82 144+65,24 -22+64,15
DDS 170,3+12,18 133,1+69,66(1) -37,3+63,56
VT Alto PIP<27cmHZO VEH 163+16,10 179+50,32 15+41,90
DDS 173,5+8,61 170,6%48,89 -2,9+46,73
VTAIto PIPZ27cmH20 VEH 168+14,54 106+57,65 (1) -62+59,33(+)(*)
DDS 164+15,94 68,7+50,29(1) -96+41,3 (11)(&)

El valor delta indica la diferencia entre t=0 y el t=150 min. Los valores son la media + SD
El valor p se refiere:

La comparacién entre el momento final (t=150 min) y el momento inicial (t=0) (t-test)
p<0.05 vs t=0

La comparacion entre los delta (ANOVA de una via, test: comparacion multiple Bonferroni)
*p<0.05 vs Vr Bajo + VEH

+p<0.05 vs V7 Alto + VEH PIP<27

Mp<0.05 vs V7 Bajo + DDS

&p<0.05 vs V7 Alto +DDS PIP<27

Figura 7. Relacion de la PIP y los efectos de la DDS sobre los cambios modulados
por la ventilacion mecanica en el intercambio gaseoso: PaO,
Delta de la PaO,

501
- uilin_c= i
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&
‘© -50-
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. M - vEH
=100+ *
* 3 []+ DDs
-150- T
VrBajo V; Alto PIP<27 PIP=27
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El Delta indica la diferencia entre t=0 y t=150 min

La comparacion entre los Delta (ANOVA de una via, test de comparacion multiple Bonferroni)
*p<0.05 vs Vr Bajo + VEH

+p<0.05 vs V7 Alto + VEH PIP<27

Mp<0.05 vs Vt Bajo + DDS

&p<0.05 vs Vr Alto + DDS PIP
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Tabla 9. Relacion de la PIP y los efectos de la DDS sobre los cambios modulados por
la ventilacion mecanica en el intercambio gaseoso: pH y PaCO,

A) pH

V¢ Tratamiento t=0min t=150min Delta

| oos | 74000 | 745005 | 001005

[ CEET T T T R
! ] ! | |

V7 Alto PIP227cmH.0 7,37+0,08 7,31+0,06 -0,06+0,10

B) PaCO, (mmHQ)

Vr Tratamiento t=0min t=150min Delta

| |
| oos | s | zomas | i

| |

| |
I F R

| ops | 91:667 | 313328 | 22646
V7 Alto PIP227cmH.0 27+4,79 32+4,70 547,27

Abreviaciones: PaCO,, presion parcial de dioxido de carbono arterial. Las medidas se
realizaron en una situacion basal (después de 30 minutos de estabilizacion post quirdrgica
ventilado con V5 bajo) y tras un periodo de estrategia ventilatoria 150 minutos.
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Tabla 10. Relacion de la PIP y los efectos de la DDS sobre los cambios modulados
por la ventilacibn mecanica en el intercambio gaseoso: HCO3; y PaCO,

A) HCO3z (mmol/L)

V+ Tratamiento t=0min t=150min Delta
V1 Bajo VEH 17+1,61 16+1,65 -0,3+1,23

DDS 17,1,93 16+1,97 -1+2,37

V7 Alto VEH 17+1,95 162,21 -1+1,74

DDS 17,242,34 17,2+2,49 0,1+1,51

V7 Alto PIP<27cmH,0 VEH 18+1,91 17+1,74 -1+1,26
DDS 17,6+1,95 17,7+2,25 0,1+1,35

Vr Alto PIP=27¢mH;0 VEH 161,06 16+1,4 1+1,04
DDS 16,4+2,93 16,4+2,81 -0,1+1,89

B) Lactato (mmol/L)

V1 Tipo de sustancia = t=0Omin | t=150min Delta

V1 Bajo VEH 2,4+1,03 1,0+0,33 -1,4+0,99

DDS 2,3+1,06 1,0+0,18 -1,2+1,04

V: Alto VEH 2,24+0,93 1,2+0,86 -1,0+1,13

DDS 2,2+0,99 1,1+0,61 -1,1+0,72

V: Alto PIP<27cmH,O VEH 1,82+0,75 0,84+0,28 -0,98+0,82
DDS 1,86+0,79 0,91+0,37 -0,95+0,80

V: Alto PIP227cmH,0O VEH 2,59+1,07 | 1,23+0,63 | -1,36+1,11
DDS 2,73+1,22 1,67+0,79  -1,36+0,58

Abreviaciones: HCOg', bicarbonato arterial.
Las medidas se realizaron en una situacién basal (después de 30 minutos de estabilizacion
post quirdrgica ventilado con V¢ bajo) y tras un periodo de estrategia ventilatoria 150 minutos.
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Como se describi6 en el capitulo 2, la aplicacion de Vt elevado no se asocio con
cambios significativos en el pH, PaCO,, bicarbonato y lactato arteriales.

Al separar el grupo sometido a V+ elevado segun el valor de PIP basal (<27cmH,0, 6
>27cm H,0), no se aprecidé ningun cambio en ninguno de los valores mencionados.
Unicamente se observé una tendencia (que no alcanzé la significacion estadistica) a
un menor pH en el grupo sometido a Vy elevado con PIP=27cmH,O (en comparacion
con el grupo sometido a ventilacion con V1 Bajo).

El tratamiento con DDS no modific6 ninguno de los cambios observados, ni en el
grupo sometido a Vr elevado (considerado globalmente), ni en los grupos sometidos a
V+ elevado con PIP<27 cm H,O o V5 elevado con PIP=27cmH,0.

Alteraciones en la permeabilidad alveolo capilar

Proteinas totales en el lavado bronco alveolar

Como se describio en el capitulo 2, la aplicacion de V; elevado se asocié con una
mayor concentracion de proteinas totales en el LBA en comparacion con los animales
que recibieron V; Bajo. La diferencia entre V; elevado y V; Bajo alcanz6 la
significacion estadistica solo en los animales no tratados con DDS.

Al separar el grupo sometido a V; elevado segun el valor de PIP basal (<27cm H,0, o
>27cm H,0), se aprecié que el efecto de Vr elevado sobre la concentracion de
proteinas en el LBA es significativo sélo en los animales con PIP basal 227cmH,0. La
concentracion de proteinas en el LBA era también mayor en los animales sometidos a
V; alto elevado PIP basal 227cmH,0O que en los animales sometidos a V; elevado PIP
basal<27cmH,0.

La concentracion de proteinas totales en el LBA en animales sometidos a Vr elevado
con PIP=27cm H,O fue mayor en el grupo tratado con DDS que en el grupo no tratado
con DDS.

En resumen:

(@) la aplicacion de V; elevado se asocié con una mayor concentracion de
proteinas en el LBA, en comparacion con la aplicaciéon de V+ bajo (como se indico
en el capitulo 2 de la presente memoria);

(b) este efecto sobre la concentracion de proteinas se aprecia sélo en los
animales que en el momento inicial del experimento presentan una PIP basal =227
cm H,0;

(c) el tratamiento con DDS aumenta la permeabilidad alveolo capilar asociado a los
animales que en el momento inicial del experimento presentan una PIP basal
227cmH,0.
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Figura 8. Relacién de la PIP con los cambios inducidos por la ventilacion mecanica y
el tratamiento con DDS en la concentracion de proteinas en el LBA a los 150 minutos
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Ratio LBA/suero de la concentracién de proteinas (Tabla 11 v fiqura 19)

Como se describi6 en el capitulo 2, la aplicaciéon de Vt elevado se asoci6 con una
mayor ratio entre la concentracion de proteinas en el LBA y la concentracion de
proteinas en el suero, en comparacion con los animales que recibieron Vy bajo. La
diferencia entre V; elevado y V; bajo alcanzd la significacion estadistica sélo en los
animales no tratados con DDS.

Al separar el grupo sometido a Vt elevado segun el valor de la PIP basal
(<27cmH,0, 6 227cm H,0), se apreci6 que el efecto del V1 elevado sobre la ratio
de la concentracion de proteinas es significativo sélo en los animales con PIP
basal 227cm H,O. La ratio de la concentracion de proteinas era también mayor en
los animales con V elevado con PIP=27cm H,O que en los animales con Vr
elevado con PIP<27 cmH,0.

El tratamiento con DDS no afect6 al aumento de la ratio de la concentracion de
proteinas inducido por la ventilacibn mecéanica en los animales con PIP=27 cm
H,0.

En resumen:
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(a) La aplicacion de V1 elevado se asocioé con una mayor ratio entre la
concentracion de proteinas LBA/suero, en comparacién con la aplicacion de un V¢
Bajo (como se indico en el capitulo 2 de la presente memoria)

(b) este efecto sobre la ratio se aprecia so6lo en los animales que en el momento
inicial del experimento presentan una PIP basal 2 27cm H,O.

(c) el tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilacion
mecanica con Vt elevado sobre la ratio LBA/suero de la concentracion de

proteinas.

Tabla 11. Relacién de la PIP con los cambios inducidos por la ventilacion mecénica y
el tratamiento con DDS en la concentracion de proteinas a los 150 minutos

Tratamiento

Suero VEH
(mg/dL) DDS
LBA VEH
(mg/dL) DDS
Ratio VEH
(%) DDS

Vi Bajo

658+97,40
302+45,23

13+1,11
12+0,95

3,09+0,64
5,66+0,80

V1 Alto

301,98+37,85 *
713,8492,29

123+£29,94 *
114+29,04

38,68+2,02
29,32+11,66

Vr Alto PIP

<27cm H-O
300,98+032,36 *

763,70+113,80 #

15,53+04,60
31,00+0,60

5,77%1,43
6,30+2,20

V7 Alto PIP

227cm H-.O
336,96+080,89

621,17+176,13

217,4+1,68 + *
269,5+28,6 £ &

76+25+16,44 + *
72,06£25,81 &t

Abreviatura: DDS, descontaminacion digestiva selectiva. VEH, vehiculo. LBA, Lavado broncoalveolar.
Ratio (%), ratio de concentracion de proteinas entre el LBA y el suero.
Estadistica: ANOVA de una via. Comparacion multiple de Bonferroni.

*p<0.05 vs Vr Bajo + VEH

+p<0.05 vs V7 Alto + VEH PIP<27

np<0.05 vs V1 Bajo + DDS

(p<0.05 vs VrAlto + VEH PIP<27
&p<0.05 vs Vr Alto ++DDS PIP<27
#p<0.05 vs Vr Alto + VEH PIP<27
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Figura 9: Relacion de la PIP con los cambios inducidos por la ventilacibn mecénica y
el tratamiento con DDS en la ratio de proteinas a los 150 minutos
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Abreviatura: DDS, descontaminacion digestiva selectiva. VEH, vehiculo. LBA, Lavado
broncoalveolar. Ratio(%), ratio de concentracion de proteinas entre el LBA y el suero.
Estadistica:ANOVA de una via. Comparacion multiple de Bonferroni.

*p<0.05 vs Vr Bajo + VEH

+p<0.05 vs V7 Alto + VEH PIP<27

np<0.05 vs V1 Bajo + DDS

&p<0.05 vs V1 Alto + DDS PIP<27

Concentracién de IgM en el lavado broncoalveolar (Fig. 12)

Como se describié en el capitulo 2, la aplicacién de V; elevado se asocié con una
mayor concentracion de IgM en el LBA en comparacién con la aplicaciéon de Vr bajo.
El tratamiento con DDS atenlio este aumento.

Al separar el grupo sometido a Vr elevado segun el valor de PIP basal (<27 cm H,0, 6
=27cm H,0), se aprecié que el efecto de Vr elevado sobre la concentracion de IgM en
el LBA se aprecia tanto en el grupo con PIP basal<27 cm H,O como en el grupo con
PIP basal = 27 cm H,O. Sin embargo, el aumento es mayor en los animales con PIP
basal = 27 cm H,O que en los animales con PIP basal<27 cm H,0.

El tratamiento con DDS no afect6 al aumento de la concentracion de IgM en el LBA.
En resumen:

(a) la aplicacion de Vr elevado se asocidé con una mayor concentracion de IgM en el
LBA, en comparacion con la aplicaciéon de un V; bajo (como se indic6 en el capitulo 2
de la presente memoria);

(b) este efecto sobre la concentracion de IgM se aprecia en todos los animales
sometidos a Vr elevado, pero es mayor en aquellos que presentan inicialmente una
PIP =227 cm H,O en comparacién con los que presentan PIP<27 cm H,0;

193



Capitulo 3

(c) el tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilacion mecanica
con Vr elevado sobre la concentracion de IgM en el LBA

Figura 10: Relacion de la PIP y los efectos de la DDS sobre los cambios
modulados por la VM en la concentracion de IgM a los 150 minutos
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Abreviaturas: DDS, descontaminacién digestiva selectiva. VEH, vehiculo

La permeabilidad alveolo-capilar se evalué cuantificando la concentracion de Ig M en el LBA.
Estadistica: ANOVA de una via Comparacién multiple de Bonferroni.

*p<0.05 vs V;Bajo + VEH

+p<0.05 vs Vr Alto + VEH PIP<27

np<0.05 vs V:Bajo + DDS

&p<0.05 vs V7 Alto + DDS PIP<miRNA 27a-5p

Efectos sobre la histologia pulmonar (Figura 11)

Como se describi6 en el capitulo 2, la aplicacion de Vt elevado se asocié con un
mayor score de dafio pulmonar en comparacion con la aplicacion de Vy Bajo. El
tratamiento con DDS no modificé ese aumento.

Al separar el grupo sometido a Vr elevado segun en valor de la PIP basal (<27 cmH,0,
6 227 cmH,0), se aprecio6 que el efecto del V; elevado sobre el indice de dafio
pulmonar se observa so6lo en el grupo con PIP basal= 27 cm H,0 y que el aumento en
el grupo V+ elevado con PIP basal = 27 cm H,O es mayor que el aumento en el grupo
V+ elevado con PIP basal<27 cmH,0.

El tratamiento con DDS no afecté el indice de dafio pulmonar inducido por la
ventilacion mecanica con Vrelevado.
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En resumen:

(a) la aplicacion de Vr elevado se asocié con un mayor score de dafio pulmonar, en
comparacion con la aplicacién de un V; bajo (como se indicé en el capitulo 2 de la
presente memoaoria);

(b) este efecto sobre el score de dafio pulmonar se aprecia so6lo en los animales que
en el momento inicial del experimento presentan una PIP basal 227 cm H,0;

(c) el tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilacion mecanica
con Vr elevado sobre el score de dafo pulmonar.

Figura 13: Relacion de la PIP y los efectos de la DDS sobre los cambios
modulados por la VM en el parénquima pulmonar a los 150 minutos.
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Abreviaturas: DDS, descontaminacion digestiva selectiva. VEH, vehiculo. MH, Membranas Hialinas
Estadistica: ANOVA de una via. Comparacion multiple de Bonferroni

*p<0.05 vs Vr Bajo + VEH

+p<0.05 vs VrAlto + VEH PIP<27

np<0.05 vs VrBajo + DDS

&p<0.05 vs VrAlto + DDS PIP<27

La equivalencia del indice de dafio pulmonar se detalla en el apartado de material y métodos.

Repercusion a otros 6rganos (Tabla 9)

Como se describié en el capitulo 2, la aplicacion del Vrelevado se asocié con una
mayor concentracion sérica de glucosa, y de la actividad sérica de LDH, CK, GOT, y
GTP, que alcanzé la significacion estadistica s6lo en el grupo no tratado con DDS
(para la GOT) o so6lo en el grupo tratado con DDS (para el caso de la glucosa, LDH, y
GTP).

Al separar el grupo sometido a Vy elevado segun el valor de la PIP Basal (<27cm H,0,
6 227 cm H,0), se aprecié que el efecto del V; elevado sobre los diferentes cambios
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bioguimicos era observado sélo en los animales que presentaban una PIP basal 227
cm H,0.

El tratamiento con DDS no afectd a los diferentes cambios bioquimicos inducidos por
la ventilacion mecanica con Vy elevado.

En resumen:

(a) la aplicacion de V: elevado se asocia con signos de dafio celular sistémico no
especifico de tejido (elevacion de enzimas intracelulares) (como se indicé en el
capitulo 2)

(b) el efecto de la ventilacion mecéanica con V; elevado sobre los cambios bioquimicos
analizados se aprecia sélo en los animales que presentan una PIP basal =227cm H,0O;

(c) el tratamiento con DDS no afecta a los cambios bioquimicos inducidos por la
ventilaciébn mecanica.

Tabla 12. Relacién de la PIP con los cambios inducidos por la ventilacion mecanica y
el tratamiento con DDS en diferentes variables a los 150 minutos

Tratamiento | V:Bajo V7 Alto V7 Alto V7 Alto
PIP <27cm PIP227cm
Glucosa VEH 109+45,1 119+7,6 105+4,5 13617 *
(mg/dl) DDS 101+3,5 129,76 121+48,0 145+8,5
Creatinina VEH 0,6+0,02 0,6+0,10 0,5+0,03 0,7+0,10
(mg/dl) DDS 0,7+0,10 0,520,040 ™ 0,5+0,02 0,6+0,08
LDH VEH 320+31 698+117 531+119 728+113
(IU/L) DDS 401+51 8461212 5744115 13904594 w &
CK VEH 597491 20424511 * 2020+907 18774557
(IU/L) DDS 879+21 219631 1w 1901+251 27891857
GOT VEH 834,60 145+19,50 * 109+8,93 161+£29,30 *
(IU/L) DDS 95+80 138+17 130+20,50 153,2+70
GTP VEH 33+1,9 50+7,2 38+3,2 52,4+7,9 *
(IU/L) DDS 35+2,2 50,445,4 42,8+5,0 63,6411 1 &

Abreviaciones: DDS, descontaminaciéndigestiva selectiva. VEH, vehiculo. LDH, lactato
deshidrogenasa. CK, creatin kinasa. GOT, aspartato aminotransferasa. GTP, Alanina
aminotrasferasa.

Estadistica: ANOVA de una via. Comparacién maltiple de Bonferroni.

*p<0.05 vs V; Bajo + VEH

+p<0.05 vs V7 Alto + VEH PIP<27

Mp<0.05 vs V; Bajo + DDS

&p<0.05 vs V1 Alto + DDS PIP<27
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Efectos sobre los cambios en la respuesta inflamatoria pulmonar: citoquinas
TNF-a

La administraciéon de Vt elevado se asocié con una elevacion de la concentracion
en el tejido pulmonar, que fue atenuado (la diferencia respecto al grupo que recibié V;
Bajo no alcanzé la significacion estadistica) mediante el tratamiento con DDS (tal
como se indic6 en el capitulo 2).

Al separar los grupos sometidos a Vt elevado de acuerdo con el vaor de PIP basal
(<27 cmH,0 6 = 27 cmH,0), se observé que el aumento de la concentracion de la
citoquina solo se aprecié en el grupo con PIP basal = 27 cmH,0, y no en el grupo con
PIP<27 cmH,0O. Ademas el aumento medido en el grupo sometido a V+ elevado con
PIP= 27 cmH,O fue mayor que el grupo sometido a V+ elevado con PIP<27 cmH,0.

Se observd dentro del grupo sometido a V; elevado con PIP=27cmH,O que los
animales que recibieron tratamiento con DDS presentaban un menor concentracién de
la citoquina que los animales que no recibieron tratamiento con DDS.

MCP-1

La administracion de V+ elevado se asocié con una elevacion de la concentracion en el
tejido pulmonar, que fue atenuado (la diferencia respecto al grupo que recibié V; bajo
no alcanzé la significacion estadistica) mediante el tratamiento con DDS (tal como se
indico en el capitulo 2).

Al separar los grupos sometidos a V+ elevado de acuerdo con el valor de la PIP basal
(<27 cm H,O 6 = 27 cmH,0), se observo que el aumento de la concentracion de la
citoquina soélo se aprecio en el grupo con PIP basal = 27 cmH,0, y no en el grupo con
PIP< 27 cm H,0. Ademas el aumento medido en el grupo sometido a V+ elevado con
PIP= 27 cmH,O fue mayor que el aumento en el grupo sometido a V; elevado con
PIP<27 cm H,O.

Se observd dentro del grupo sometido a V; elevado con PIP= 27 cm H,O una
tendencia ( no significativa) a una menor concentracion de la citoquina en el grupo
tratado con DDS en comparacion con el grupo no tratado con DDS.

IL-18

La administracion de Vr elevado se asocié con una elevacion en la concentracién en el
tejido pulmonar, que fue atenuado (la diferencia respecto al grupo que recibié Vt bajo
no alcanzé la significacion estadistica) mediante el tratamiento con DDS (tal como se
indicé en el capitulo 2).

Al separar los grupos sometidos a Vr elevado de acuerdo con el valor de PIP basal
(<27 cmH,0 6 = 27 cmH,0), se observo que el aumento de la concentracion de la
citoquina soélo se aprecio en el grupo con PIP basal = 27 cm H,0, y no en el grupo con
PIP< 27 cm H,0O. Ademas el aumento medido en el grupo sometido a V1 elevado con
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PIP=27 cmH,O fue mayor que el aumento en el grupo sometido a Vt elevado con
PIP<27 cm H,O (al menos para el grupo tratado con DDS).

El tratamiento con DDS se asocié con una tendencia no significativa a menores
concentraciones de la citoquina en el grupo que recibié V Bajo con PIP<27 cmH,0.

En resumen:

(a) la aplicacién del V; elevado se asocia con la respuesta inflamatoria en el tejido
pulmonar ( mayor concentracion de TNF-a, IL-6, MIP-2, MCP-1 e IL-18), cambios (al
menos para TNF-a, IL-6, MCP-1 e IL-18) atenuados por el tratamiento con DDS (como
se indico en el capitulo 2 de la presente memoria);

(b) los cambios medidos en la concentracion de las diferentes citoquinas se aprecian
s6lo en animales con PIP basal 227 cmH,0, y no en los que presentan PIP<27 cm
H,O;

(c) el tratamiento con DDS atenla el aumento de la concentracion de las diferentes
citoquinas solo en aquellos animales que presentan una PIP basal =27 cm H,0.
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Figura 12. Relacion de la PIP con los cambios inducidos por la ventilacién mecéanica y
el tratamiento con DDS en la concentracion de citoquinas en el tejido pulmonar
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Abreviaturas: DDS, descontaminacion digestiva selectiva. VEH, vehiculo.
Andlisis estadistico: ANOVA de una via. Test de comparacién multiple Bonferroni
*p<0,05 vs V1 Bajo + VEH,;

+p<0,05 vs V1 Alto + VEH PIP<27;

Tp<0,05 vs V1 Bajo + DDS PIP<27,

&p<0,05 vs V1 Alto + DDS PIP<27;

#p<0,05 vs Vr Alto + VEH PIP<27;

{p<0,05 vs V7 Alto + VEH PIP=27.
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Efectos sobre los cambios en la respuesta inflamatoria pulmonar: expresion
génica
TNF-a

La administracion de Vr elevado se asocié con una elevacion de la expresion del gen
de TNF-a, en comparacion con V: Bajo, que se observd tanto en los grupos que
presentaban PIP<27 cm H,O como PIP= 27 cmH,0.

Se apreciaron algunas tendencias en los cambios de la expresién en relacién con el
tratamiento con DDS o con el valor de PIP basal, pero ninguno alcanzé significacién
estadistica y, por tanto, no serdn comentados.

IL-6

La administracién de V+ elevado se asocié con una elevacion de la expresiéon del gen
de IL-6, en comparacion con Vi bajo, que se observd tanto en los grupos que
presentaban PIP<27 cm H,O como PIP=27 cmH,0O

El aumento de la expresiéon del gen de IL-6 fue mas marcado en el grupo sometido a
V: elevado con PIP= 27 cm H,O que en el grupo sometido a V+ elevado con PIP<27
CmHzo.

No se observo ningun efecto consistente y significativo del tratamiento con DDS.
MIP-2

La administracion de Vt elevado se asocié con una elevacion de la expresion del gen
de MIP-2, en comparacion con V; Bajo, que se observé tanto en los grupos que
presentaban PIP<27 cmH,O como PIP= 27 cm H,0.

El aumento de la expresion del gen de MIP-2 fue mas marcado en el grupo sometido a
V: elevado con PIP=227 cm H,O que en el grupo sometido a Vr elevado con PIP<27
cmH,0.

Aungue se aprecioé una tendencia a una menor expresion en los animales tratados con
DDS, ninguna diferencia alcanzé la significacion estadistica.

CXCR-2

No se apreci6 ningin cambio en la expresion de CXCR-2 en relacién con la
administracion de Vr elevado, con la PIP basal, o con el tratamiento con DDS.

CCR2

No se aprecid ningin cambio en la expresion de CCR2 en relacion con la
administracion de Vr elevado, con la PIP basal, o con el tratamiento con DDS.
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En resumen:

(a) La administracion de Vr elevado se asocidé con una mayor expresion de genes
implicados en la respuesta inflamatoria (TNF-a, IL-6, MIP-2 y MCP-1) (como se indicé
en el capitulo 2 de la presente memoria);

(b) este efecto sobre la expresion de genes implicados en la respuesta inflamatoria
resulta mas evidente en los animales que presentan una PIP basal = 27 cm H,O (al
menos para el caso de la expresion de IL-6 y MCP-1);

(c) el tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilacibn mecénica en
la expresion de genes implicados en la respuesta inflamatoria.
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Capitulo 3

Figura 13. Relacién de la PIP con los cambios inducidos por la ventilaclén mecéanica y
el tratamiento con DDS en la expresién de genes de citoquinas, quimioquinas y sus
receptores en el tejido pulmonar
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Abreviaturas: DDS, descontan\gﬁﬁgcién dig\ggttic\)/a selectiva, VEH, vehiculo.
Los resultados fueron analizados usando el método AACT.

*p<0,05 vs V1 Bajo + VEH,;

+p<0,05 vs Vr Alto + VEH PIP<27;

mp<0,05 vs V1 Bajo + DDS PIP<27;

& p<0,05 vs Vr Alto + DDS PIP<27;
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Concentracion de TLR-4 en el tejido pulmonar (Figura 14)

La administracion de V; elevado se asocié con una disminucion de la expresion de
TLR-4 en tejido pulmonar en comparacioén con V; Bajo. Esta disminucion es observo
tanto en los grupos que presentaban PIP<27 cmH,O como PIP=27 cm H,0.

No se observo ningun efecto del tratamiento con la DDS.
En resumen:

(a)La aplicacion de Vi elevado se asocia con una mayor expresion de TLR-4 en
comparacion con la aplicacion de Vt Bajo.

(b)el tratamiento con DDS atenua la expresion de TLR-4 en el subgrupo de animales
gue empieza con una PIP basal<27 (aunque no tiene significacion estadistica) mas no
en los animalescon PIP basal PIP=27 cm H,0.

Figura 14. Relacion de la PIP con los cambios inducidos por la ventilacion mecéanica y
el tratamiento con DDS en la expresion de TLR4
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Abreviaturas: DDS, descontaminacion digestiva selectiva. VEH, vehiculo, CONTROL, ratas no ventiladas.
Se indica la intensidad de las bandas (Western blot) de tejido pulmonar procedente de animales no
ventilados (control) y animales sometidos a ventilacibn mecanica con Vr Bajo o Vt elevado.

Andlisis estadistico: ANOVA de una via. Test de comparacién multiple de Bonferroni.

y p<005 vs Vt Bajo + VEH;

*p<0,05 vs V1 Bajo + VEH,;

Tp<0,05 vs V1 Bajo + DDS PIP<27.
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La presion alta de la via aérea induce apoptosis en la pared broncoalveolar
(Figura 15y 16)

La apoptosis, cuantificada mediante la técnica TUNEL (ver material y métodos) se
encontraban discretamente incrementada en los animales sometidos a V+ elevado, en
comparacion con los animales sometidos a Vy Bajo, sin alcanzar la significacion
estadistica.

Sin embargo, al separar los animales de acuerdo con el valor de la PIP basal, se
aprecié aumento significativo del grado de apoptosis en el grupo que presentaba PIPz
27cm H,0, pero no en el grupo que presentaba PIP<27 cmH,0.

No se observo ningun efecto del tratamiento con DDS sobre el grado de apoptosis.
En resumen:

(a) La aplicacion de V; elevado induce un aumento de la apoptosis sélo en el grupo
gque presentaba una PIP basal = 27 cmH,0;

(b) el tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilacidn mecéanica en
el grado de apoptosis en el tejido pulmonar.

Figura 15: Cuantificacion de la apoptosis en secciones de tejido pulmonar

TUNEL en el pulmén

180~ &
160- -
140-

120 1
100-
80-
60+

204
ol | il |
Vi Bajo V7 Alto PIP<27 PIP>27
V7 Alto V7 Alto

+VEH

[
—3 +DDS

* +

Células positivas para TUNEL/campo

Se indica la cuantificacion de células positivas para TUNEL en cortes de pulmén.
Abreviaturas: DDS, descontaminacion digestiva selectiva. VEH, vehiculo.
Andlisis estadistico: ANOVA de una via. Test de comparacion multiple Bonferroni.

*p<0,05 vs V1 Bajo + VEH,;

+p<0,05 vs Vr Alto + VEH PIP<27;
mp<0,05 vs V1 Bajo + DDS PIP<27;
& p<0,05 vs Vr Alto + DDS PIP<27;
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Figua 16. Apoptosis alas 2,5 horas de ventilacion y 24 horas después de
tratamiento con DDS
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Reaccion TUNEL (terminal desoxynucleotidyltransferasa-mediated deoxyuridine
triphosphate nick end-labeling) de secciones representativas de cortes de pulmén que
corresponden a ratas sometidas a ventilaciébn mecéanica durante 2,5 horas previamente
tratadas o no tratadas con DDS. Los nucleos de muchas células del parénquima
pulmonar muestran signos de apoptosis lo cual se traduce en una reaccion positiva
para TUNEL y son visualizados como puntos verdes (aumento x200)
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Respuesta inflamatoria a nivel del intestino
Concentracion de citoquinas y quimioquinas en el tejido intestinal (Figura 17)

La aplicacion de V: elevado (en ratas no tratadas con DDS) se asoci6, en
comparacion con la aplicacion de V; Bajo, con una menor concentracion de MIP-2,
mientras que no se observo ningln cambio en las citoquinas estudiadas.

Sin embargo se encontr6 mayor concentracion TNF-a (aunque no tuvo significancia
estadistica) solo en el subgrupo que presentaban PIP basal 227 cmH,O y no en los
gue presentaban PIP basal<27cmH,O en comparacion con la administracion de V:
Bajo.

El subgrupo que presentaba PIP=27 cmH,O, presenté una mayor concentracion
(aunque no alcanzando significacion estadistica) de TNF-a, MIP-2 y MCP-len
comparacion con el subgrupo que presentaba PIP basal <27 cmH,O

Entre los animales tratados con DDS, la administracibn de V; elevado (en
comparacion con el V¢ Bajo) no se encontrd6 ningun cambio de citoquinas y
quimioquinas determinadas (como se indicé en el capitulo 2 de la presente memoria)

Tanto los animales que presentaban PIP basal<27cmH,O como los que presentaban
PIP basal 227cmH,O no mostraron variaciones en la concentracién de citoquinas en
comparacion con el grupo ventilado con V5 Bajo; figura 19.

Tampoco hubo cambios en la concentracién de citoquinas entre los animales que
presentaban PIP basal<27cmH,0 y los que presentaban PIP basal=z27cmH,0.

Sin embargo el grupo tratado con DDS que presentaba PIP=27cmH,O presentaba
una menor concentracion de MIP-2 y (aunque no de forma significativa) de TNF-a,
MCP-1 en comparacién con el grupo no tratado que presentaba PIP=27 cmH,O. Sin
embargo la concentracion de IL-6 fue mayor y (aunque no de forma significativa).

En resumen:

(a) la aplicacion de Vt elevado se asocia con una menor concentracion de MIP-2,
lo cual puede interpretarse como una respuesta antiinflamatoria en el tejido
intestinal inducida por la ventilaciébn mecanica.

(b) el tratamiento con DDS atenua la respuesta inflamatoria en el tejido intestinal
(menor concentracion de MIP-2,TNF-a y MCP-1)asociada a la ventilacion
mecénica con Vr elevado (en los animales que presentan PIP basal=27cmH,0)
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Figura 17: Relacion de la PIP y los efectos de la DDS sobre los cambios modulados
por la ventilacibn mecanica en la concentracién de citoquinas y quimioquinas en el
tejido intestinal
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Abreviaturas: DDS, descontaminacion digestiva selectiva. VEH, vehiculo
*p<0.05 vs V1 Bajo + VEH
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Expresion de genes en el tejido intestinal (Figura 18)

La aplicacion de Vr elevado (en ratas no tratadas con DDS) se asocié con una menor
expresion del gen de MIP-2, en comparacién con la administracion de V: Bajo. La
expresion de otros genes analizados no se modific por la ventilacibn mecanica.

El subgrupo de ratas que presentaban PIP<27 cmH,O presentd una menor expresion
de geneslIL-6, MIP-2 y CXCR-2 vy el subgrupo que presentaba PIP basal=27 cmH,O
presentd mayor expresion de CXCR-2 (aunque no de forma significativa) en
comparacion con la administracion de V¢ Bajo.

El subgrupo de ratas que presentaban PIP basal 227cmH,O presentd una mayor
expresion de genes MIP-2, CXCR2 y (no de forma significativa) IL-6 en comparacion
con el subgrupo de ratas que presentaron PIP basal<27 cmH,0.

La aplicacion de V; elevado (en ratas tratadas con DDS) se asocié con una mayor
expresion del CXCR2, en comparacion con la administracion de V; Bajo. La expresiéon
de otros genes no se modificé por la ventilacibn mecanica.

El subgrupo de ratas que presentaban PIP<27 cmH,O no presentaron cambios en la
expresion de los genes analizados. Sin embargo el subgrupo de ratas que
presentaban PIP=27 cmH,O present6 una mayor expresion de genes MCP-1y CXCR2
en comparacion con la administracion de V¢ Bajo.

El subgrupo de ratas que presentaban PIP basal=z27 cmH,O present6 una mayor
expresion de MCP-1 en comparacion con el subgrupo de ratas que presentaron PIP
basal<27 cmH,0.

Sin embargo el grupo tratado con DDS que presentaba PIP=27cmH,O presentaba
una menor expresion de genes MIP-2, CXCR2 y (de forma no significativa) TNF-a y
IL-6 en comparacion con el grupo no tratado que presentaba PIP=27 cmH,0.

Resumen:

(a) la aplicacion de Vt elevado se asocia con una respuesta antiinflamatoria (menor
expresion de MIP-2);

(b) la aplicacion de Vt Alto (en las ratas que presentaban PIP basal 227 cmH,0), la
DDS se asocia con un efecto antiinflamatorio (disminucién de la expresion de los
genes MIP-2, CXCR2).
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Figura 18. Relacién de la PIP y los efectos de la DDS sobre los cambios modulados
por la ventilacibn mecénica en la expresion de genes de citoquinas y quimioquinas en

el tejido intestinal
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Respuesta inflamatoria a nivel sistémico (Figura 19)

La aplicacion de V1 elevado (en ratas no tratadas con DDS) no indujo cambios en la
concentracion de ninguna de las citoquinas estudiadas en comparacion con la
administracién de Vr Bajo.

Sin embargo se encontré mayor concentracion de MIP-2 y (no con significacion
estadistica) IL-6 y IL-1f s6lo en el subgrupo que presentaba PIP basal 227 cm H,0, y
no se encontraron cambios en la concentraciéon de las citoquinas determinadas en los
animales que presentaban PIP basal<27cm H,O en comparacion con la administracion
de V1 Bajo.

El subgrupo que presentaba PIP=27 cmH,O, presentd una mayor concentracion
(aunque no alcanzando significacion estadistica) de IL-6, MIP-2, MCP-1 y IL-1B en
comparacion con el subgrupo que presentaba PIP basal <27 cm H,0.

Los animales tratados con DDS presentaron al administrar V; elevado (en
comparacion con V¢ Bajo) una elevacion en la concentracion sérica de IL-6.

Los animales que presentaban PIP basal< 27 cm H,O presentaron un aumento en la
concentracion de IL-6 en comparacién con los tratados con Vt Bajo.

Los animales que presentaban PIPbasalz27 cm H,O no mostraron cambios
significativos en comparacién con los sometidos a Vr Bajo.

Sin embargo los animales que presentaron PIP basal=27 cmH,O presentaron mayor
concentracion de MIP-2 en comparacion con los animales que presentaron PIP
basal<27 cmH,0.

El grupo tratado con DDS que presentaba PIP=27cmH,0O presentaba una menor
concentracion de TNF-a y MIP-2 en comparacion con el grupo no tratado con DDS
que presentaba PIP=27 cmH,0.

Resumen:

(a) la aplicacion de Vr elevado no altera los niveles de TNF-a, IL-6, MIP-, MCP-1y
IL-18 en comparacion con la aplicacion de un Vy Bajo;

(b) el tratamiento con DDS afecta al subgrupo que presenté PIP basal= 27 cm
H,O, atenuando la respuesta inflamatoria (disminucion de TNF-ay IL-6).
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Figura 19. Relacién de la PIP y los efectos de la DDS sobre los cambios modulados
por la ventilacibn mecanica en la concentracidén de proteinas a nivel sistémico
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Concentracién de LPS en suero (Figura 20)

La aplicacion de Vr elevado no indujo cambios en los niveles de LPS en comparacién
con la aplicacion del V1 Bajo.

El tratamiento con DDS no afecta el cambio inducido por la ventilacion mecanica en
los niveles de LPS en plasma.

Figura 20. Relacion de la PIP con los cambios inducidos por la ventilacién mecéanica y
el tratamiento con DDS en la concentracion plasmatica de LPS
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Abreviaturas: DDS, descontaminacién digestiva selectiva. VEH, vehiculo.
Andlisis estadistico ANOVA de una via. Test de comparacién multiple Bonferroni No hubo
diferencias significativas para LPS.

5. Discusion

En el presente capitulo de la memoria (capitulo 3) se describe un andlisis que sigue el
mismo formato que el presentado anteriormente (capitulo 2), diferenciando ahora dos
subgrupos dentro del grupo sometido a ventilacion mecénica con V; elevado, de
acuerdo al valor de PIP basal (el valor en t=0, justo después de aumentar el V;
asignado). Al analisis demuestra que existen dos fenotipos caracterizados por
diferentes respuestas al mismo insulto (ventilacibn mecanica con V; elevado). En
nuestro conocimiento, no se ha descrito este fenébmeno previamente en la literatura:
un fenotipo susceptible y otro resistente ante la ventilacion mecénica lesiva.
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En el desarrollo de los experimentos se observé que los animales que desarrollaban
cambios cardiovasculares y pulmonares durante el tiempo de ventilacion mecéanica
presentaban inicialmente (antes de aplicar el insulto) valores de PIP mayores que los
animales que no desarrollaban estos cambios. Al aumentar el V; al inicio del
experimento (t=0 min), todos los animales presentan subsiguientemente un aumento
de la PIP. Sin embargo, los animales que tras el periodo de ventilacion mecanica de
2.5 h se demostraron susceptibles a la ventilacibn mecéanica presentaban en t=0
(antes del inicio del insulto) unos valoresde PIP mayores que los resistentes.

Pese a que resultd claro para el experimentador el valor de la PIP en t=0min que
diferencia los animales que posteriormente, tras el periodo de ventilacion mecanica,
desarrollaran dafio (susceptibles versus resistentes a los efectos de la ventilacion
mecanica) se calculé el area bajo la curva ROC de los valores de PIP (t=0 min) que
presenta mayor sensibilidad y especificidad para determinar el grado de dafio
histolégico pulmonar. Este valor resulté 26.5 cm H,O.

De esta manera, se determinaron dos nuevos grupos (dentro de los animales que
recibieron V1 elevado) para analizar los efectos de la ventilacion mecénica y de la
DDS: aquellos con PIP<27 cm H,O (resistentes) y aquellos con PIP=27 cm H,O
(susceptibles).

El objetivo del andlisis aqui presentado (capitulo 3) es demostrar que el dafo y
disfuncion (cardiovascular, pulmonar, sistémico) inducido por la ventilacibn mecanica
se manifiesta principalmente en el grupo que inicialmente presenta una PIP basal
elevada, y que el efecto de la DDS descrito en el grupo sometido a ventilacion
mecanica con V5 elevado se aprecia tan solo en el subgrupo que inicialmente presenta
una PIP basal elevada. El disefio del presente estudio permite tan sélo una
aproximacion descriptiva, aunque muy novedosa, a la identificacion de los dos
fenotipos de animales caracterizados por una diferente PIP basal y una subsiguiente
diferente susceptibilidad al dafio inducido por la ventilacibn mecéanica. Los
mecanismos que subyacen a esta diferente respuesta no pueden ser definidos con el
presente disefio. Tan sOlo se presenta aqui una descripciébn de ambos fenotipos,
aportando asimismo una discusién especulativa sobre las causas posibles de diferente
susceptibilidad.

¢Por qué algunas ratas presentan PIP mas elevada al inicio?

La caracterizacion de los dos fenotipos descansa en el hecho de que un subgrupo
presenta dafio cardiovascular, pulmonar y sistémico tras la aplicacion de la ventilacién
mecanica con Vr elevado, mientras que el otro subgrupo, aiin cuando es sometido al
mismo insulto, no presenta ninguna lesion identificable con la presente metodologia.
La diferente mecanica del sitema toracico desde el inicio del experimento como lo
demuestra el hecho de que la PIP basal, al aumentar el V; desde 9 a 25 ml/kg, es
diferente en ambos grupos. Las causas de esta diferente mecanica del sistema
toracico pueden ser: diferencias genéticas asociadas a diferentes propiedades del
sistema torécico; o bien posibles artefactos (intubacion endotraqueal o insuficiente
relajacion neuromuscular) que expliguen una mayor PIP basal en algunos animales.
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Diferencias genéticas que determinen una diferente PIP basal

Los genes son desactivados por metilacion, lo que se acentla con exposiciones
medioambientales y con ciertas dietas, mientras la acetilacion las activa. Algunos de
estos cambios son heredados (lo que, por ejemplo, permiten crecer envejecer) y otros
se presentan en el contexto de una lesion o una enfermedad. Es posibles que los
animales, aun cuando contengan el mismo genoma, presenten variaciones
epigenéticas que les hagan méas susceptibles a la ventilacion mecénica. También es
posible que diferentes variante genéticas expliqguen una diferente susceptibilidad a la
ventilacibn mecanica. Son conocidas variantes genéticas de genes asociadas con el
desarrollo y desenlace (mortalidad y proteccién) de la lesion pulmonar aguda inducida
por la ventilacibn mecdanica. Estas variaciones genéticas se corresponden con
reguladores moleculares especificos implicados en el desarrollo de VILI. Por ejemplo,
Claudia dos Santosy cols [297] demostraron el papel del factor de transcripcién 3
(ATF3). La expresion de esta proteina y su translocacion al nicleo se incrementa en
el pulmon después de la ventilacibn mecénica de ratones nativos. Ratones knock out
para ATF3 muestran una mayor sensibilidad a la ventilacibn mecéanica que se traduce
en un aumento de células infiltradas y citoquinas proinflamatorias en el tejido pulmonar
y en el lavado broncoalveolar, un aumento del edema pulmonar y un mayor dafio
pulmonar [297]. Estos autores sugieren que ATF-3 es un factor de transcripcion
antiinflamatorio que atenuda la inflamacion inducida por la ventilacion mecénica.

Posibles artefactos que determinen una diferente PIP basal

Se puede especular sobre el papel de diferentes artefactos para explicar la diferente
PIP basal en ciertos animales. Por ejemplo, es posible que en algunos casos la
intubacion endotraqueal progrese a una posicion endobronquial de forma inadvertida.
Otra explicacion posible es que la obstruccion inadvertida de uno de los bronquios,
bien por secreciones o por un pequefio coagulo, resultando en una mayor elevacién
de la PIP al aumentar el V; en comparacién con otro grupo en el cual no se desarrolla
esta obstruccion bronquial.

Otra explicaciéon potencial de la diferente PIP basal de ciertos animales es la
insuficiente adaptacion al ventilador. En nuestro modelo los animales fueron
premedicados por via i.p. una mezcla de ketamina y diacepam, combinacion que se
continta de forma continua por via i.v. (ver material y métodos). Con este protocolo de
analgesia se garantiza una sedacion adecuada, no apreciandose una desincronia
entre el animal y el respirador. Por otro lado, la posibilidad de una activacion
diafragmética por el centro respiratorio es aun menor en los casos en los que se
administra un V; tan elevado como en el grupo de ventilacion mecanica con Vy
elevado.

Sea la causa de una peor mecanica del sistema respiratorio una susceptibilidad
genética o de cualquier otro tipo que se asocia a una menor compliance del sistema
toracico, o sea un artefacto no identificado (menos probable), la conclusién de la
conservacion de dos fenotipos es igualmente valida: es necesario documentar en los
modelos de dafio pulmonar inducido por la ventilacibn mecanica una elevacién
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suficiente de la PIP y el desarrollo consiguiente de dafio pulmonar, pues solamente la
administracién de un Vr elevado no es suficiente para anticipar que se desarrollara el
dafio tisular deseado en todos los animales.

Caracterizacion de dos fenotipos de acuerdo con larespuesta a la ventilacion
mecanica con Vr elevado

Los dos fenotipos (susceptible y resistente) se caracterizan por una diferente PIP
basal (antes de comenzar el insulto), lo que indica que los factores fisioldgicos o
anatomicos propios de cada fenotipo son constitutivos del animal y determinan una
diferente resouesta al insulto (ventilacibn mecénica con Vr elevado).

El presente disefio no permite determinar cual de dos posibilidades opera para
explicar la diferente susceptibilidad a la ventilacion mecanica. La primera es que el
fenotipo susceptible se caracteriza por ciertas caracteristicas fisiolégicas o anatomicas
que resultan en una peor mecanica del sistema toracico, una mayor PIP basal v,
consiguientemente, un mayor dafio pulmonar. Es decir que el mayor dafo pulmonar es
consecuencia de la mayor PIP basal. O bien que la peor mecénica pulmonar y el
mayor dafio inducido por la ventilacion mecanica son dos fendmenos paralelois, pero
no relacionados causalmente. En efecto, el grupo resistente presenta elevaciones de
la PIP al final del experimento entorno a 40 cm H,O, mientras que el grupo resistente
sOlo alcanza PIP alrededor de 25 cm H,O. La diferencia es suficiente como para
especular que en el segundo caso (grupo resistente) la elevacion de la PIP es
insuficiente para preoducir dafio.

Se han planteado estudios en nuestro laboratorio para descartar la presencia de
artefactos potencialmente explicativos de diferente PIP basal en algunos animales
(uso de relajacion neuromuscular, comprobacién de la ausencia de intubacién
endobronquial, etc.), analizar la histologia para determinar si hay hallazgos
diferenciales en el grupo que presenta una mayor PIP basal, y analizar si elevaciones
de PIP al final del experimento (aplicando mayores Vi) en el grupo resistente
(identificado antes del experimento mediante una elevacion del V1 y comprobacién de
la elevacion subsiguiente de la PIP) origina el mismo dafio que en los animales
suceptibles.

El andlisis presentado en el capitulo 3 (que es resultante de una adicional agrupacion
de los animales sometidos a ventilacion mecanica con V; elevado de acuerdo con el
valor inicial PIP) indica que todos los cambios descritos en el capitulo 2 asociados a la
ventilacion mecénica con V; elevado se aprecian tan so6lo en los animales que
presentan una PIP basal elevada.

Ese es el caso de la hipotension, la hipoxemia, el deterioro progresivo de la
distensibilidad pulmonar y la elevacion de la resistencia de la via aérea, y los cambios
histolégicos en el pulmén. También los cambios descritos en la apoptosis e
inflamacién pulmonar, en el suero y en el tejido intestinal se aprecian principalmente
en el grupo sometido a ventilacion mecanica con V+ elevado y que presentan una PIP
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basal 2 27 cm H,O, mientras que el grupo sometido a ventilacion mecéanica con Vy
elevado con PIP basal <27 cm H,O fue resistente a todos los cambios mencionados.

Este hallazgo resulta fundamental para la comprensién de nuestros resultados y los de
otros investigadores, asi como para el disefio de modelos experimentales de dafio
pulmonar agudo inducido por la ventilacion mecanica. En efecto, el modelo no debe
simplemente consistir en la aplicacién de un V; elevado, sino que hay que comprobar
que la PIP alcanzada es suficiente para el desarrollo de dafio pulmonar. Este
comentario no es pertinentepara los modelos en los cuales el dafio se genera
mediante la aplicacion de una PIP elevada (ventilacién controlada por volimen), pero
ha de ser considerado si el modelo consiste en la aplicacién de un Vy (ventilacion
controlada por voliumen). Por otro lado, es posible que el analisis de muestras
procedentes de animales ventilados con V- elevado origine datos dispersos, pues la
poblacion de animales sometidos a ventilacibn mecénica con V; elevado esta
realmente compuesta por dos subpoblaciones, una de animales susceptibles y otra de
animales resistentes.

Como es de esperar y de acuerdo al sentido fisiopatoldgico de la interpretacién de
nuestros resultados, el tratamiento con DDS se asocié con efectos significativos tan
s6lo en el grupo sometido a ventilacibn mecanica con V; elevado y que presentaba
dafo, es decir, al grupo con PIP basal elevada.

Estructuray funcién pulmonares
Caracteristicas mecéanicas

En relacion a los resultados discutidos en el presente apartad,dentro del grupo de
ratas ventiladas con V; Alto, hemos encontrado dos fenotipos que son los resistentes
y los susceptibles. Este hallazgo no se ha identificado en otros estudios. En el capitulo
2 hemos analizado el V; elevado, pero en relidad hemos analizado dos grupos
diferentes dentro del grupo de V7 elevado.

Diseccionando el grupo de Vr elevado; el grupo susceptible reproduce marcadamente
los cambios caracteristicos de VILI. La distensibilidad del sistema toracico (Cpyn)
disminuy6 a lo largo del tiempo de observacion. El grupo susceptible mostré un
aumento progresivo de la presion pico (PIP) y de la resistencia de la via aérea (Ry,) de
aproximadamente un 40% y un 56%, respectivamente, en relacién al valor basal, y
una disminucion de la distensibilidad (Cpyy) de un 35,3% (Fig. 5y 6. Tablas 6 y 7).
Mientras que el grupo resistente apenas mostro variaciones.

Los cambios de los parametros de la mecanica respiratoria nos puede estar indicando
qgue el grupo susceptible muestra alteraciones marcadas en la organizacién del
pulmén. Sobretodo la disminucion de la distensibilidad nos puede indicar que etaba
desarrollando edema o fibrosis. Pero la fibrosis no puede ser posible por la brevedad
del experimento.

Varios investigadores se cuestionaron si el edema pulmonar durante la VM ocurre al
sobrepasar un determinado volumen y fue Carlton quien respondié con un modelo de
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VILI en cordero. Al aumentar progresivamente el Vy también aumentaba las presiones
teleinspiratorias a 16, 33, 43 y 61 cmH,0O; también demuestra que hay un aumento de
la concentracion de proteinas. Y se alcanza un nivel de presion de 61 cmH,O s6lo con
un V¢ mas alto (57mL/kg). Lo que indicaba que las alteraciones microvasculares en
respuesta a la sobredistension ocurren al sobrepasar un limite de volimen/presién
més que de forma gradual. Estos hallazgos fueron confirmados por escintigrafia que
permitié evaluar los cambios simultdneos en la permeabilidad alveolar y microvascular
durante la distension en ratas con pulmones previamente sanos. Curiosamente se
observaron los cambios de permeabilidad epitelial y endotelial con el mismo limite de
presion teleinspiratoria (entre 20 a 25 cmH,O corresponden a V; de 13.7£4.69 y
22.2+2.12mL/kg).

En conclusion, las ratas susceptibles desarrollan mayor inflamacion y edema pulmonar
que las ratas resistentes. Esta conclusién estd apoyada también por la observacion
visual muy clara y evidente de edema pulmonar apreciado por el experimentador en el
momento de la extraccion de los tejidos al final del experimento. De la misma manera,
los cambios de concentracion de proteinas y de IgM en el lavado broncoalveolar
respaldan que las ratas susceptibles desarrollan mayor inflamacién y edema pulmonar
que las ratas resistentes que conlleva a un descenso de la compliance pulmonar,
atelectasias e hipoxemia que se asocia con el metabolismo anaerobio.

Intercambio gaseoso

Asi mismo otro contribuyente para la disfuncién pulmonar es la hipoxemia. El grupo
suceptible mostré una disminucion significativa de la PO, en el intervalo de 2,5 horas
de VM; mientras que en el grupo resistente mostré6 un patrén contrario, es decir una
tendencia de mejorar la oxigenacion después de 2,5 hrs de VM, con respecto al
tiempo basal (Figura 6 y 7. Tabla 8, 9 y10). Esto se traduce que el grupo resistente no
mostré disfuncién pulmonar, aunque para llegar a esta deducion es necesario valorar
también la permeabilidad alveolocapilar.

El tratamiento con la DDS no afecta al cambio inducido por la VM tanto en el sub
grupo susceptible como en el resistente con respecto a los subgrupos no tratados
respectivamente; esto da entender que la DDS no tiene ningun efecto biolégico en
macro sobre la disfuncién pulmonar. Ademas el grupo susceptible tratado con DDS
mostré una tendencia a la hipoxemia con respecto al no tratado. Esto nos podria
indicar que la DDS podria tener algun efecto negativo en la funcionalidad pulmonar
del subgrupo susceptible.

Permeabilidad alveolocapilar

Para complementar el estudio de la funcionalidad pulmonar se valoré la permeabilidad
alveolocapilar midiendo la concentracion de proteinas totales, IgM en el LBA y el ratio
LBA/suero.
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El aumento detectado en los animales susceptibles (en comparacion con los animales
resistentes) de la ratio, proteinas totales y Ig M en el LBA son marcados, este
fendmeno denota edema pulmonar no hidrostatico (caracteristica esencial de VILI y de
DPA) debido a alteraciones de la membrana alveolocapilar, y a su vez el aumento
de citoquinas que contribuye a un aumento de proteinas. De hecho, la activacién del
estado proinflamatorio en el espacio alveolar se considera el principal contribuyente a
las alteraciones de la membransa alveolocapilar y al dafio tisular (como lo veremos
posteriormente), lo cual esta normalmente relacionado, como lo hemos detectado en el
grupo susceptible. Ademas estos datos apoyan la hipétesis de que el mismo estrés
induce diferentes vias de activacion que conlleva a un desenlace atenuado o
exacerbado dependiendo de la susceptibilidad a la VM lesiva o no protectiva .

Muchos estudios refieren que la ventilacion mecénica con PIP elevada colleva a
edema asi como algunos estudios demuestran que una VM no protectiva conlleva a un
aumento de valores de PIP a lo largo del tiempo. Hemos observado una aumento
significativo de PIP en el grupo sensible en contraste con el grupo resistente justo al
comienzo de la ventilacidbn mecanica no protectiva, lo que agrava al cabo de una hora.
Este resultado nos lleva a pensar que la PIP bajo estrategias fijas de Vr puede ser un
marcador temprano, precoz de la susceptibilidad a la VM.

Cambios histolégicos

En el capitulo 2 se caracterizo los cambios fisiopatolégicos de VILI. Entre ellos se
producen cambios histoldgicos pero no necesariamente todos desarrollan membranas
hialinas y su presencia denota gravedad.

El 77,8% de las ratas susceptibles desarrollaron membranas hialinas, mientras que en
el grupo resistente sélo el 36, 4% desarrollaron membranas hialinas.

Cambios sistémicos
Hipotension

El grupo susceptible muestra mayores cambios de la presion arterial en relacion al
grupo resistente. Esto se debe a la marcada respuesta inflamatoria por parte del
grupo susceptible desencadenada por la VM. Ademas, como se explico en la
discusioén del capitulo 2, esta hipotension es causada por la agresion de los radicales
libres de oxigeno al endotelio vascular asociada a la ventilacién mecénica.

Determinaciones bioquimicas séricas (glucosa, LDH, CK, GOT, GTP)

Debido a la descompartimentalizacion de los mediadodores inflamatorios del pulmén
hacia la via sistémica; los érganos a distancia muestran disfuncién y lesion.
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El grupo susceptible mostré elevacién de la actividad sérica de glucosa, GOTy GTP y

(de forma no significativa) de creatinina, LDH y CK. Mientras que el grupo resistente
no mostré alteraciones de la glucosa y creatinina y un aumento (de forma no
significativa) de LDH, CK, GOT GTP.

El aumento de glucosa mostrado en el grupo susceptible es muestra de un fallo en el
metabolismo energético (sercova y Getafe).

Y el aumento de GOT y GTP en el grupo susceptible es indicativo de dafio celular
inespecifico. Ademas no se encontraron cambios en la concentracién de creatinina,
las razones ya se explicaron en el capitulo 2.

Otras determinaciones en sangre (pH, lactato, PaCO,)

Tantos las ratas susceptibles como las resistentes no mostraron dafio sistémico, al no
mostrar acidosis metabdlica que se traduce con la no variacion del bicarbonato arterial
y ausencia de hiperlactatemia y tampoco se encontr6 cambios en el pH (que mostré
una tendencia no significativa a una moderada disminucion).

En resumen, encontramos que la ventilaciobn mecanica en el grupo susceptibles se
asocia, no so6lo con cambios en la estructura y funcién pulmonares, sino también con
cambios no pulmonares, que incluyen hipotension y disfuncion vascular in vitro,
hiperglucemia y elevacion de las enzimas GOT y GTP que indica dafio inespesifico
celular.

Respuesta inflamatoria pulmonar y apoptosis

En nuestro estudio las ratas susceptibles (en ratas no tratadas con DDS), en
comparacion con las ratas resistentes, se asocid6 con una marcada respuesta
inflamatoria a nivel pulmonar. Esta respuesta inflamatoria se caracteriz6 por una
significativa mayor concentraciéon de TNF-a, IL-6, MIP-2, MCP-1 y (no alcanzando la
significacion estadistica) de IL-1B8. Se objetivd también que el grupo susceptible se
asocié con una mayor expresion de genes (IL-6 y MCP-1) en comparacién con el
grupo resistente.

El sub-grupo grupo susceptible muestra un patron en la expresion de genes y
proteinas parecido al grupo ventilado con V; alto. El desarrollo de la respuesta
inflamatoria y el papel de las citoquinas estudiadas ya se explicé en el capitulo 2.

TLR-4

Tantos los animales susceptibles como los resistentes mostraron una disminucién de
la expresion de TLR4 en tejido pulmonar en relacion con los animales ventilados con
V+ Bajo.
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Apoptosis

Nuestros resultados sugieren que el grupo susceptible sufre mayor apoptosis que el
grupo resistente. El nimero de células fluorescentes por la técnica TUNEL es unas 7
veces mayor en el fenotipo susceptible en comparacion con el grupo resistente (Figura
15).

En el grupo susceptible, las células apoptéticas (en su mayoria) parecen localizarse en
la mucosa de la via aerea mientras que en grupo resistente parecen localizarse en la
pared alveolar. El aumento de la apoptosis asociado a VILI o al estiramiento in vitro ya
ha sido documentado previamente. Sin embargo la demostracion del diferente
comportamiento apoptético en los dos fenotipos: sensible y resistente bajo la misma
estrategia ventilatoria, es objeto de estudio en el caso de implementar una terapéutica
individualizada.

En resumen, la ventilacion mecénica con V- elevado presenta dos fenotipos: sensible
y resistente. La sensible se asocié con una respuesta inflamatoria pulmonar
caracterizada por elevacion significativa de TNF-a, IL-6, MIP-2, MCP-1 y sin llegar a la
significacion estadistica de IL-B, de la expresion génica IL-6 y MCP-1.

Una de las caracteristicas esenciales de un modelo experimental de VILI es la
demostracion de una respuesta inflamatoria pulmonar. En nuestro modelo el grupo
susceptible reproduce esta condicibn mas que el grupo resistente (deterioro de la
respuesta mecanicas del pulmén, hiperpermeabilidad alveolocapilar, cambios
histologicos consistentes con DAD), La demostracion de una marcada y consistente
respuesta inflamatoria hace que el grupo susceptible sea adecuado para el estudio del
VILI, y del estudio de la fisiopatologia y de intervenciones potencialmente terapéuticas
en esta condicion.

Respuesta inflamatoria: determinaciones séricas

Nosotros encontramos en el grupo susceptible en comparacion con el grupo resistente
un aumento de la concentracién sérica aunque no de forma significativa de TNF-a, IL-
6, MIP-2, MCP-1 e IL-1B8 (sin alcanzar la significacién estadistica) que indican
descompartimentalizacién de la respuesta inflamatoria inducida en el pulmén por la
ventilacion mecénica con V; elevado.la evidencia de estos cambios es importante,
pues puede ser explicativa de dafio en érganos no pulmonares en el contexto de VILI,
incidiendo mas en el grupo susceptible.

Respuesta inflamatoria intestinal

En el presente estudio hemos demostrado que las ratas susceptibles, en comparacion
con las ratas resistentes, se asocia con un aumento de la concentracion intestinal de
TNF-q, IL-6, MIP-2 y MCP-1 (aunque no de forma significativa) y la expresion génica
de MIP-2 y su receptor (CXCR-2) aumentaron de forma significativa. Mientras que el
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grupo ristente se asocia con una disminucion de la concentracion de MIP-2 y una
disminucion de la expresién génica de MIP-2 y CXCR-2 en compracién con el grupo
ventilado con Volumen tidal bajo.

Cudl es la causa de que en el grupo susceptible haya un aumento de la concentracion
de MIP-2 y de la expresion génica de MIP-2 y de su receptor, CXCR-2, en el intestino
(i) El aumento de MIP-2 en tejido pulmonar y en suero estimula la produccion de MIP-2
y de su receptor a nivel intestinal. Varios estudios han analizado que la liberacién de
mediadores inflamatorios desencadenados en un tejido podria participar en la
respuesta inflamatoria sistémica conllevando una disfuncién multiorganica. En efecto
muchos investigadores han demostrado cambios en la pO, y la permeabilidad
intestinal en respuesta a varios tipos de dafio, incluyendo procesos de dafio
inflamatorio agudo. Guery demuestra que la activacion de la cascada inflamatoria
desencadenada por VILI (30ml/kg durante 120 minutos) repercute negativamente al
pulmén y a los 6rganos a distancia (intestino) aumentando la permeabilidad en ambos
organos y este preceso puede prevenirse bloqueando el TNF-a (a nivel sistémico)
con un anticuerpo policlonal anti-TNF-a.

Las explicaciones del efecto del pulmén sometido a VM con Vt elevado (en el grupo
resistente) sobre las disminucion de la concentracién tisular (intestino) de MIP-2, y la
disminucion de la expresion génica de MIP-2 y CXCR-2 es desconocido. La
explicacién podria ser (1) que el pulmén del grupo resistente libera menos cantidad de
mediadores inflamatorios que el grupo susceptible, y la permeabilidad alveolocapilar
no estad tan deteriorada con en el grupo susceptible, debido ha ello hay menos
descompartimentalizacion del pulmén a la via sistémica y a los 6rganos a distancia. (2)
El pulmén de las ratas susceptibles liberan un mediador antiinflamatorio que ejerce un
efecto inhibidor sobre el sistema inmune innato intestinal.

Efecto del tratamiento de la DDS sobre los cambios inducidos por la PIP en el
grupo ventilado con Vr alto

Estructura y funcion pulmonar

En las ratas susceptibles, el tratamiento con DDS se asocié con una menor elevacion
de la resistencia de la via aérea (Rva) (Figura 5, tabla 7). Paralelamente, también se
asoci6 con una tendencia (no significativa) a una menor elevacion de la PIP.

Los efectos beneficiosos del tratamiento con DDS sobre la resistencia se explica por
una menor formacion de edema (figura 11 y 12). En la situacion de un efecto
antiinflamatorio del tratamiento con DDS.

Intercambio gaseoso

La hipoxemia inducidad por la ventilacibn mecénica con V; elevado afecto mas al
subgrupo susceptible y menos al resistente. Paralelelamente esta disminucion de PO,
no se modificé con tratamiento con DDS, en ambos subgrupos (Fig. 8, 9 y 11 y tabla
11).
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Permeabilidad alveolocapilar

La VM con V elevado induce edema debido a las alteraciones en la membrana
alveolocapilar que afecta sobretodo al grupo resistente y menos al grupo sensible. El
tratamiento con DDS en ambos subgrupos: susceptibles y resistentes se asocian con
una disminucién de la permeabilidad alveolocapilar, apoyado por la disminucion del
ratio de proteinas (LBA/suero) (Fig. 9) y apoyado también por la determinacion de
una menor concentracion de Ig M en el espacio alveolar (Fig.10). Se puede deducir,
que la DDS tiene algun efecto protector, atenuando el edema, inducido por la VM con
V+ elevado.

Cambios histoldgicos

El tratamiento con DDS tanto en el grupo susceptible como en el resistente no influyé
en el indice de dafio pulmonar, que es una medida de gravedad de DAD. Esto nos
indica que la atenuacion de la respuesta inflamatoria reflejada en las ratas sometidas a
VM y previamente tratadas con DDS, no tiene ese grado de intensidad para mermar la
presencia de membranas hialinas.

Cambios sistémicos

Como se ha sefialado anteriormente, la ventilacibn mecénica con volimen tidal
elevado se asocié con hipotensién durante el periodo de ventilacion mecanica (tanto
en el grupo susceptible como en el resistente). El tratamiento con DDS no modifico
este cambio sobre la presién arterial media.

Se ha valorado la respuesta inflamatoria mediante la expresion proteica y génica de
citoquinas  pro-inflamatorias. Sin  embargo la respuesta antiinflamatoria
desencadenada con el tratamiento con la DDS no es suficiente para corregir la
hipotension inducida por la estrategia ventilatoria lesiva tanto en el grupo susceptible
como en el resistente.

Determinaciones bioquimicas séricas (glucosa, LDH, CK, GOT, GTP)

La ventilacibn mecanica con V; elevado se asocidé con cambios en la concentracion
sérica de la glucosa y en la actividad sérica de la LDH, CK, GOT y GTP. (Tanto en el
grupo resistente como en el susceptibles). Sin embargo el efecto antiinflamatorio de la
DDS no fue lo suficiente para corregir los parametros bioquimicos mencionados.

Respuesta inflamatoria pulmonar y apoptosis

Los efectos de la ventilacion mecénica con V; elevado sobre el grupo susceptible,
incluyeron un aumento significativo de la concentracion tisular y de la expresion génica
de TNF-qa, IL-6, MIP-2 y MCP-1.Sin embargo sobre el grupo resistente hubo sélo
tendencia a un aumento de la concentracion tisular y de la expresion génica de TNF-a,
IL-6, MIP-2, MCP-1 e IL-13. Sabiendo esto ¢ Cual es el efecto del tratamiento con DDS
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sobre la respuesta inflamatoria pulmonar inducida por la ventilacion mecanica con Vr
elevado sobre el subgrupo susceptible y resistente?

En este capitulo se han analizado los efectos del tratamiento con DDS en el status del
sistema inmune innato del pulmén en condiciones de VILI, tanto en el grupo
susceptible como en el resistente (¢modulan las bacterias intestinales la respuesta
inmune pulmonar a la ventilacibn mecanica?).

En los animales susceptibles, el tratamiento con DDS atento el aumento de la
concentracion tisular de TNF-a, IL-6, MIP-2 y MCP-1. Mientras que en el grupo
resistente fue similar en los animales tratados con DDS que en los animales no
tratados.

En los animales susceptibles, el tratamiento con DDS atenud la expresién génica de
IL-6, MCP-1, CXCR2 y CCR2 mientras en los animales resistentes s6lo atenud la
expresion génica de MIP-2.

La respuesta inflamatoria desencadenada por VILI fue mayor en el grupo susceptible.
Nuestros resultados muestran un efecto antiinflamatorio del tratamiento de la DDS
mas marcado en el grupo susceptible que en el resistente. Existen resultados
similares con otros modelos de lesion que inducen una inflamacion muy marcada
(citas); demostrando que el tratamiento con DDS atenula la respuesta inflamatoria.
Esto quiere decir que la flora intestinal influye a la respuesta inflamatoria sistémica y
al dafio (inflamacion) en otros 6rganos

Lo novedoso de nuestros resultados, es que pone en evidencia que el grado del
efecto antiinflamatorio de la DDS depende de la susceptibilidad a un dafio inducido por
la VM.

En el grupo susceptible el tratamieno con DDS se asocia con una dsiminucion de la
resistencia, probablemente debido al efecto antiinflamatorio desencadenada por la
DDS respaldado por una menor concentracion y una menor expresion genica de
citoquinas pro-inflamatoria a nivel tisular.

Apoptosis

El grupo sus ceptible mostré6 mayor grado de apoptosis que el grupo resistente. Sin
embargo el tratamiento con DDS atenuo la apoptosis en el grupo resistente.

Respuesta inflamatoria determinaciones séricas

El tratamiento con DDS se asocia con un efecto supresor de la respuesta inmune
(menor concentracion sérica de TNF-qa, IL-6) tanto en los animales susceptibles como
en los resistentes.
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Respuesta inflamatoria intestinal

La IL-6 es una citoquina inducible, de forma temprana sintetizada por muchos tipos de
células, participando en la iniciaciony regulacién de la inflamacién (Jones 2005). La IL-
6 no parece ser mas que una citoquina inducida en la fase aguda, y deberia ser
definida como un factor producto del equilibrio/balance entre la pro y antiinflacion
resultado de la respuesta inmunoldgica. Nuestros resultados indican un posible papel
modulador de IL-6 sobre las citoquinas proinflamatorias como hemos observado en
un patrén contradictorio en los grupos tratados y no tratados con DDS. Mientras que el
tejido intestinal del grupo tratado con DDS, los niveles de IL-6 estdn aumentados en
relacion al grupo no tratado. TNF-a, MCP-1 y MIP-2 estan ligeramente disminuidos.

Estos datos sugieren que la IL-6 tiene un papel regulador en el grupo tratado con DDS
Yy no se altera casi en el grupo no tratado con DDS.

Volker pone en evidencia que la estimulacion de las células mononucleares del
intestino por la polimixina, o la activacion del sistema inmune innato por productos
bacterianos procedentes de bacterias muertas como consecuencia del tratamiento con
DDS. Estos mecanismos podrian explicar algunos de los aspectos de los cambios
observados, como son la elevacién de la concentracion de la IL-6 en el tejido intestinal
en animales tratados con DDS.

En resumen, hemos demostrado que la VM lesiva 0 no prtectiva podria desarrollar 2
tipos diferentes de desenlaces segun la susceptibilidad del animal. Uno de los factores
que parece contribuir a proteger el pulmén frente a la VM es la respuesta inflamatoria
atenuada donde la DDS juega un papel importante. En elgrupo sensible el tratamiento
con la DDS atenua el aumento de las citoquinas pro-inflamatoria, sin embargo este
efecto no es suficiente para poder prevenir el deterioro del intercambio gaseoso, de la
mecanica ventilatoria, el aumento de edema y el dafio tisular.

Para concluir, estos resultados indican que la respuesta inflamatoria a nivel pulmonar
en la ventialcion lesiva o no protectiva esté atenuada por la DDS.

Resumen de la discusion del capitulo 3

Hemos demostrado que la VM lesiva o no protectiva podria desarrollar dos tipos
diferentes de desenlaces segun la susceptibilidad del animal. En el grupo susceptible
hay un deterioro marcado de las propiedades mecanicas del pulmén, disfuncién
pulmonar (deterioro del intercambio gaseoso, hiperpermeabilidad) asi como el
desarrollo de membranas hialinas caracteristico de SDRA. Sin embargo, el grupo no
sufri6 cambios significativos.

Hemos encontrado que el tratamiento con DDS atenta el deterioro de la resistencia y
la permeabilidad alveolocapilar y la respuesta inflamatoria a la ventilacion mecanica en
el grupo susceptible.
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Estas alteraciones son consistentes con un efecto antiinflamatorio del tratamiento con
DDS. Paralelamente se puede concluir que las bacterias intestinales tienen un papel
amplificador de la respuesta inflamatoria tras un insulto, en nuestro caso, la ventilacion
mecanica con Vt elevado.
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Conclusiones

. Demostramos que es posible descontaminar el tracto
digestivo en ratas con un protocolo de tratamiento
administrado durante 24 h.

. La administracion de ventilacion mecanica con V7
elevado en nuestro modelo se asocia con una respuesta
inflamatoria pulmonar, disfuncion pulmonar, signos de
dano alveolar difuso, y cambios sistémicos.

. El tratamiento con DDS atenua la respuesta inflamatoria
pulmonar y sistémica asociada a la ventilacion mecanica
utilizando V+ elevado.

. Demostramos un efecto dual de la ventilacibn mecanica
previamente no reconocido.

. Los efectos nocivos de la ventilacion mecéanica con Vr
elevado se aprecian soélo en los animales que presentan
un valor elevado de PIP al inicio del experimento. Solo
en este grupo con PIP elevada se demuestran los
efectos beneficiosos del tratamiento con DDS.

. Nuestros resultados demuestran que la flora intestinal
modula la respuesta pulmonar a un estimulo
inflamatorio.
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